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1.1 Grundlagen der Krebsentstehung
 
 
Krebs ist nach den Herzkreislauf Erkrankungen die häufigste Todesursache in den 
Industrieländern. Die Krebsforschung dient dem Verständnis der Wirkungsweise der daran 
beteiligten Faktoren und damit einer effektiveren Diagnostik und Therapie. Zur Zeit sind über 
100 verschiedene Krebsarten bekannt, von denen die meisten jedoch selten auftreten. 
Die Ursache maligner Erkrankungen ist das klonale, unkontrollierte Wachstum von 
körpereigenen Zellen, das zumeist auf mehreren genetischen Defekten beruht. Krebszellen 
sind in der Lage, sich aus ihrem Verband zu lösen und sich an anderen Stellen anzusiedeln 
(Metastase). Im Gegensatz dazu verbleiben benigne Tumore an ihrem Entstehungsort. 
Neoplasien werden je nach dem Gewebe aus dem sie entstanden sind in Karzinome 
(Epithelzellen), Sarkome (Bindegewebe, Blutgefäße) und Leukämien/Lymphome 
(lymphatisches System) unterteilt. 
Der Ausgangspunkt für Neoplasien sind meistens strukturelle Veränderungen der DNA, die 
Mutationen. Durch eine Reihe von Beobachtungen konnte die Erkenntnis, daß die 
Entwicklung eines Tumors auf genetischen Defekten basiert, gestützt werden: a) bestimmte 
humane Tumore werden nach den Mendelschen Gesetzen vererbt; b) zahlreiche Neoplasien 
weisen ganz spezifische Veränderungen des Chromosomensatzes auf (Sandberg, 1980; Yunis, 
1983; Rowley, 1984); c) Patienten mit einem gestörten DNA-Reparatursystem sind zur 
Tumorentwicklung prädisponiert (Cleaver, 1968; Ponder, 1980) und d) die meisten 
Karzinogene (Ames, 1979) induzieren als Mutagene auch Veränderungen der DNA. 
Die von den Mutationen betroffenen Tumorgene stellen positive und negative Regulatoren 
des Zellwachstums, der Gewebedifferenzierung sowie des programmierten Zelltodes 
(Apoptose) dar. Man unterteilt die bisher über 200 charakterisierten Tumorgene in zwei 
Klassen. Onkogene kodieren für strukturell veränderte oder fehlregulierte Proteine („gain of 
function”), deren tumorigenes Potential bereits von einem defekten Allel ausgehen kann 
(dominante Tumorgene). Bei den rezessiven Tumorsuppressor-Genen werden Neoplasien erst 
durch zwei defekte Allele (rezessive Tumorgene) und damit über den Verlust des 
funktionstüchtigen Proteins begünstigt („loss of function”).  
Die Charakterisierung eines potentiellen Tumorgens, das für die Entstehung einer Subform 
akuter lymphatischer Leukämien (ALL) pathogenetisch relevant ist, stellt die Grundlage der 




1.1.1.1 Prinzipien der Identifikation von Onkogenen 
 
Klonierung zellulärer Aquivalente viraler Onkogene 
Der erste Nachweis von Onkogenen ist Befunden der Tumorvirologie zu verdanken. Die 
Beobachtung, daß eine Tumorinduktion durch Retroviren möglich ist, führte zu der 
Entdeckung viraler Onkogene. 
In dem aus Hühnersarkomen isolierten Rous Sarcoma Virus, konnte neben den Virus-
spezifischen Genen, v-src als erstes virales Onkogen identifiziert werden. Spätere 
Untersuchungen ergaben, daß diese aus Tumorviren isolierten v-onc (= viral) Gene, 
zellulären Ursprungs sind und von den Retroviren während der Transduktion aus dem 
Wirtsgenom aufgenommen wurden. Die v-onc Gene sind im Vergleich zu ihren zellulären 
Gegenstücken, den c-onc (= cellular) Genen oder Proto-Onkogenen, strukturell verändert. In 
der Folgezeit ist es gelungen die Funktion von etwa 30, dieser evolutionär hoch konservierten 
c-onc Gene, zu charakterisieren. Ihre Beteiligung bei der Entstehung menschlicher Tumore 
konnte für einige dieser Gene belegt werden.   
 
virales Onkogen Virusstamm Funktion 
v-src Rous Sarcoma Virus Tyrosin-Kinase 
v-abl Abelson Murine Leukemia Virus Tyrosin-Kinase 
v-h-ras Harvey Rat Sarcoma Virus G-Protein 
v-myc Avian Myclocytomatosis DNA-bindendes Protein 
 Tabelle 1: Beispiele retroviraler Onkogene 
 
Insertionsmutagenese 
Eine weitere Möglichkeit der Tumorinduktion durch Retroviren, stellt die Insertion eines 
Wildtyp-Virusgenoms in räumlicher Nähe eines zellulären Proto-Onkogens dar. Dieser 
Vorgang kann ebenfalls zu strukturellen Veränderungen oder Fehlregulationen von Proto-
Onkogenen führen und damit eine Tumorentstehung auslösen.  
Ein Beispiel hierfür ist die Aktivierung der int-1 und int-2 Gene durch Integration des Mouse 
Mammary Tumor Virus; dies führt zur Bildung von Mammakarzinomen in Mäusen.  
 
DNA-Transfektionsassays 
Eine weitere Möglichkeit der Onkogen-Identifizierung stellt der DNA-Transfektionsassay dar. 
Dabei wird aus humanen Tumoren isolierte DNA in eine murine Fibroblasten-Zellinie 
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(NIH/3T3-Zellen) eingebracht. Bruchstücke der humanen DNA integrieren in das Genom der 
Rezipientenzellen. Sollte hierbei ein aktiviertes Onkogen der humanen DNA transfiziert 
worden sein, so kann dies zu morphologischen Veränderungen der murinen Zellinie führen 
(Shih et al., 1979). Es bildet sich ein sogenannter Focus. Durch Isolierung der humanen DNA 
aus diesen Foci und mehrfach wiederholter Transfektion in NIH/3T3-Zellen findet eine 
„Aufreinigung“ des potentiellen Onkogens statt. Eine morphologische Auffälligkeit nach 
Transfektion eines aktivierten Onkogens wird jedoch nicht immer beobachtet. Deshalb wird 
in einer Variante des Transfektionsassays, dem sogenannten Tumorigenizitätsassay (Fasano et 
al., 1984; Brown et al., 1984), die humane DNA in Begleitung des Neomycinresistenz-Gens 
in die Zellen transfiziert. Die Selektion der stabilen Transfektanten wird mit dem Neomycin-
Analogon G418 durchgeführt. Anschließend werden die Zellklone in immundefiziente 
Nacktmäuse gespritzt. Dies führt gegebenenfalls zur Ausbildung von Malignomen (Murray et 
al., 1981). Die Aufreinigung der DNA aus diesen Tumoren über mehrere Transfektionsrunden 
ermöglicht den Nachweis des betreffenden Onkogens. Auf diese Weise wurden zahlreiche 
Onkogene identifiziert. Ein Beispiel hierfür ist die Klonierung des humanen Onkogens h-ras, 
das aus der DNA einer Blasentumor-Zellinie isoliert wurde (Cooper et al.,1984; Weinberg, 
1985; Barbacid, 1987). Einige der auf diese Weise isolierten Onkogene wurden nicht in dem 
Originaltumor sondern erst im Rahmen der DNA-Transfektion aktiviert. Diese Gene besitzen 
somit eine potentielle Bedeutung in der Tumorgenese. Das ret-Gen, das bei multiplen 
Neoplasien Typ2A und Typ2B sowie dem Morbus Hirschsprung aktiviert ist, konnte primär 
durch einen solchen Transfektionsartefakt identifiziert werden. 
 
Klonierung von Bruchpunktregionen tumorspezifischer Chromosomenanomalien 
Cytogenetische Untersuchungen zeigen, daß in zahlreichen Tumoren reziproke 
Translokationen zweier Chromosomenabschnitte beobachtet wurden. Die pathogenen Folgen 
können dabei aus einer Fusion zweier Gene und somit der Bildung eines Fusionsproteins oder 
aus einer Fehlregulation eines Gens durch translozierte Regulatorelemente resultieren. Ein gut 
charakterisiertes Beispiel stellt die Philadelphia-Translokation (Nowell and Hungerford, 
1960) zwischen den Chromosomen 9 und 22, t(9;22)(q34;q11), dar. Diese kann in ca. 95% 
der CML- (chronisch myeloische Leukämie) und ca. 30% der ALL-Patienten (akute 
lymphatische Leukämie) nachgewiesen werden. Die Klonierung der Bruchpunktregion des 
Philadelphia-Chromosoms ergab, daß es hierbei zu einer Fusion zwischen den Proto-
Onkogenen bcr und abl kommt. Bis heute wurden circa 130 chromosomale Translokationen 
molekular charakterisiert.  
Einleitung 
 4 
1.1.1.2 Physiologische Bedeutung und pathogene Veränderungen der Proto-
Onkogene 
 
Proteine, die durch Proto-Onkogene kodiert werden, nehmen eine wichtige Funktion in der 
Signalübertragung von Zellen ein. Ihr Wirkungsspektrum reicht von Wachstumsfaktoren, über 
Rezeptoren und intrazelluläre Signalmediatoren, bis hin zu nukleären Transkriptionsfaktoren 
und Zellzyklusregulatoren. Die strukturellen Veränderungen dieser Proto-Onkogene, kann zu 
qualitativen Veränderungen der Proteinstruktur oder aber zu quantitativen Veränderungen 
ihrer Expression führen. Diese unterschiedlichen Ereignisse können während der 
Tumorprogression synergistisch wirken. Beispiele für Mechanismen, die diese pathogenen 
Veränderungen herbei führen können, sind Punktmutationen (ras), Translokationen (bcr-abl), 
Austausch von Regulatorsequenzen (myc) und Amplifikationen (n-myc). Diese sollen im 
folgenden kurz beschrieben werden. 
 
ras 
RAS-Proteine (H-RAS, K-RAS, N-RAS) stellen eine Familie von sogenannten kleinen 
Guaninnucleotid-bindenden Proteinen dar. Sie sind Monomere, die über eine Farnesyl-Gruppe 
in der Plasmamembran verankert werden. Wird RAS durch einen Rezeptor aktiviert, findet 
ein Austausch des gebundenen GDP durch GTP statt. Diese aktive Form der RAS-Proteine 
wird durch eine intrinsische GTPase Aktivität reguliert, die wiederum durch GTPase 
aktivierende Proteine (GAPs) verstärkt wird. Die Spaltung von GTP zu GDP und Phosphat 
deaktiviert RAS-Proteine und ermöglicht somit eine kontrollierte, zeitlich begrenzte 
Übertragung eines Signals. RAS-vermittelte Signalübertragungen nehmen eine 
Schlüsselstellung in vielen wichtigen zellulären Prozessen (Proliferation, Differenzierung) 
ein.  
Die häufigsten strukturellen Änderungen der ras-Onkogene stellen Punktmutationen dar, die 
die intrinsische GTPase-Aktivität beeinflussen. Es entstehen konstitutiv aktive RAS-Proteine, 
deren Aktivität auch durch GAPs nicht mehr inhibierbar ist. Diese Punktmutationen finden 
sich bevorzugt in den Codons 12, 13 und 61. Ras-Mutationen stellen die häufigste 
Onkogenveränderung menschlicher Tumore dar. So ist in über 90% aller Pankreaskarzinomen 
eine Mutation im Codon 12 von k-ras zu beobachten. Weiterhin weisen ungefähr 25% aller 






ABL und BCR sind Proteinkinasen. ABL weist mit seinen typischen SH2/SH3-Domänen und 
seiner Tyrosinkinase-Aktivität alle Merkmale eines Proteins der Phosphorylierungskaskade 
auf. Nach Aktivierung des ABL-Proteins findet ein Übergang in den Zellkern statt, wo es 
mittels seiner DNA-bindenden Domäne, die Expression weiterer Gene wie myc und bcl-2 
beeinflußt. BCR läßt sich in die Kategorie der Serin-, Threoninkinasen einordnen und kann 
über seine SH2-bindende Domäne mit anderen Proteinen interagieren. Aktiviertes BCR 
fungiert als GTPase-aktiverendes Protein der RAS-Familie.  
Die Bildung des BCR-ABL Fusionsproteins, in der bereits genannten Philadelphia-
Translokation, führt zu einer Fixierung des tetrameren Fusionsproteins am Cytoskelett sowie 
der Aktivierung der Tyrosinkinase von ABL. Dadurch wird eine Vielzahl von Signalkaskaden 
dereguliert. Zudem ist die transkriptionelle Regulation des antiapoptotischen bcl-2-Gens 
durch ABL nicht mehr möglich (Kurzrock et al., 1988). 
 
myc 
Die beiden vorangegangenen Beispiele dokumentieren den Einfluß qualitativer 
Veränderungen von Proto-Onkogenen auf die Tumorgenese. Anhand der Rolle von c-myc bei 
Burkitt-Lymphomen soll die Auswirkung einer quantitativen Veränderung eines Proto-
Onkogens beschrieben werden. 
MYC stellt einen Transkriptionsfaktor dar, der abhängig vom jeweiligen Signal- und 
Gewebskontext, unterschiedliche Zellprozesse reguliert. Diese beinhalten Zellproliferation, 
Differenzierung und Apoptose. Die Transkriptionsaktivität von MYC basiert auf einem basic 
Helix-Loop-Helix- und einem Leucin-Zipper-Motiv sowie N-terminalen Transaktivierungs-
domänen. MYC ist nur in Form eines MYC-MAX Heterodimerkomplexes aktiv. MAX besitzt 
jedoch keine Transaktivierungsdomäne, somit ist MYC der entscheidende Regulator für die 
Zielgene.  
In allen Burkitt-Lymphomen kommt es zu einer Aktivierung des myc-Gens. Diese 
Aktivierung erfolgt durch Rekombination des myc-Locus auf Chromosom 8q24 in 
unmittelbarer Nähe eines Enhancers der Immunglobulingene der Chromosomen 14, 2 oder 22 
(Rabbitts et al., 1983; Rabbitts and Boehm, 1991). Zudem wird das MYC-Protein nicht nur 
überexprimiert, sondern zugleich durch Mutationen in der Transaktivierungsdomäne, 






Ein weiterer Prozess, der die Expression eines Gens erhöhen kann, ist die Genamplifikation, 
welche man zumeist in fortgeschrittenen Tumorstadien findet und zur Tumorprogression 
beiträgt. Ein bekanntes Beispiel ist die Amplifikation des myc-verwandten n-myc Gens bei 
Neuroblastomen. Das n-myc Gen wird am häufigsten in den weit fortgeschrittenen 
Tumorstadien III und IV in mehreren hundert Kopien gefunden, welches mit einer schlechten 
Prognose einhergeht (Kohl et al., 1983, 1984). 
 





Vergleichbar mit den Onkogenen kodieren Tumorsuppressor-Gene für Proteine, die wichtige 
Funktionen in der Regulation der Signalübertragung und des Zellzyklus ausüben. Im 
Gegensatz zu den Onkogenen beruht ihre Funktion in der Inhibition Signal-übertragender 
Abläufe. Zu ihnen gehören GTPase stimulierende Proteine, Proteinphosphatasen als 
Gegenspieler der Proteinkinasen, Inhibitoren der Zellzyklus-aktivierenden Kinasen sowie 
Transkriptionsfaktoren und deren Inhibitoren. Aufgrund dieser negativ regulierenden 
Eigenschaften ist eine Tumorgenese nur beim vollständigen Verlust der Tumorsuppressor-



















cytop lasm atische 
P rote inkinasen 
m em branassoziierte 












Punktmutationen oder aberrante Interaktionen mit anderen Proteinen. Dies soll im folgenden 
am Beispiel des p53-Gens dargelegt werden.   
 
 
1.1.2.1 Physiologische Bedeutung und pathogene Mechanismen von P53 
 
Das Tumorsuppressorgen p53  kodiert für einen Transkriptionsfaktor, der eine zentrale 
Stellung in der Kontrolle des Zellzyklus einnimmt (Vogelstein and Kinzler, 1993). Das 
Protein setzt sich aus 3 Funktionsdomänen zusammen: a) N-terminale Transaktivierungs-
domäne b) DNA-bindende Domäne und c) C-terminale Regulatordomäne. Die physiologische 
Funktion von P53 besteht in dem Schutz der Zelle vor genomischem Stress, wie DNA-
Schädigung durch UV-Strahlung, ionisierende Strahlung oder chemisch mutagene Substanzen 
und andererseits der pathologischen Aktivierung von Onkogenen.  
Die P53-Konzentration einer Zelle hängt von der Interaktion mit dem Protein des mdm2-Gens 
ab. P53 aktiviert die Expression von MDM2 (Fakharzadeh et al., 1991), das wiederum den 
Ubiquitin-vermittelten P53-Abbau in Proteasomen induziert. Dieser Regelkreis zwischen P53 
und MDM2 wird in folge einer DNA-Schädigung durch Phosphorylierung von P53 
unterbrochen. Dabei kommt es durch Anreicherung von P53 zur Expression des Cyclin-
abhängigen Kinase-Inhibitors P21. Dieser inaktiviert die Interaktion der Cycline D/E mit 
Cyclin-abhängigen-Kinasen (CDKs). Die Folge ist eine Arretierung des Zellzyklus in der G1-
Phase. Ein weiteres Zielgen nach der P53-Aktivierung ist 14-3-3 (Hermeking et al., 1997), 
dessen Protein phosphoryliertes CDC25 inaktiviert und damit die Zelle in der G2-Phase 
arretiert. Durch den unterbrochenen Zellzyklus ist die Zelle in der Lage die DNA-Schädigung 
zu beheben. Auf diese Weise wird verhindert das Mutationen in weiteren Zellteilungen 
fortschreiten können. Ist eine DNA-Schädigung irreparabel, wird die betreffende Zelle durch 
Apoptose (programmierter Zelltod) eliminiert. P53 übt dabei als Repressor, durch Bindung an 
das anti-apoptotische Gen bcl-2 und als Transkriptionsfaktor für das pro-apoptotische bax-
Gen, wesentliche Kontrollfunktionen aus. 
 
Mutationen des p53-Gens oder Veränderungen des P53-Gleichgewichts in der Zelle, werden 
in humanen Neoplasien als häufigste Aberrationen eines Tumorsuppressors beobachtet. In 
50% aller humanen Tumore werden Punktmutationen von p53 nachgewiesen. Dabei handelt 
es sich vorwiegend um missense Mutationen. Genamplifikationen des Interaktionspartners 
Einleitung 
 8 
MDM2 haben den gesteigerten Abbau von P53 zur Folge. In jedem Fall kommt es zu einem 
„loss of function„ des Tumorsuppressors P53. 
 
 
1.2 Zellen des spezifischen Immunsystems
 
 
Zur Abwehr fremder Moleküle (Antigene) verfügen Vertebraten über ein spezifisches 
Immunsystem. Die nahezu unbegrenzte Anzahl von Antigenen erfordert dabei die Synthese 
einer Vielzahl von Antikörpern, deren Vielfalt hauptsächlich auf somatischer Rekombination 
und Mutation beruht. Zwei Rezeptortypen des Immunsystems lassen sich unterscheiden: die 
von B-Lymphocyten synthetisierten Immunglobuline (Ig) und die von T-Lymphocyten 
gebildeten T-Zell-Rezeptoren (TCR). Die Immunglobuline werden von ausdifferenzierten B-
Lymphocyten (Plasmazellen) ins Blut sezerniert (humorale Abwehr), wohingegen die T-Zell-
Rezeptoren membranständig durch Interaktion mit Molekülen des MHC-Komplexes (major 
histocompatibility complex) die zelluläre Abwehr vermitteln. Die Immunglobuline setzen sich 
aus zwei identischen schweren (heavy, H) und zwei identischen leichten (light, L) 
Polypeptidketten des κ- oder λ-Typs zusammen. Bei den T-Zell-Rezeptoren wird die α- mit 
der β-Kette oder die γ- mit der δ-Kette zu einem funktionellen Molekül kombiniert. Die 
Erkennung von Antigenen erfolgt bei Immunglobulinen wie bei T-Zell-Rezeptoren durch den 
aminoterminalen variablen (V) Bereich. Der konstante, am Carboxylende befindliche 
Abschnitt (C), ist bei Ig und TCR für die Effektorfunktion verantwortlich. 
 
 
1.2.1 Genrekombination als Grundlage der spezifischen 
Immunantwort 
 
Der variable Bereich, der die Spezifität der Antigenerkennung durch Ig oder TCR ausmacht, 
wird durch die Rekombination von drei verschieden Gensegment-Typen gebildet. Ein V-
Element (variability) wird mit einem D- (diversity) und einem J-Element (joining) zu einer 
funktionstüchtigen Einheit des variablen Bereichs verbunden. Da die D-Elemente nur in den 
Genloci von IgH, TCRβ und TCRδ enthalten sind, kommt es bei den übrigen Ig- und TCR-
Genen zu einer VJ-Rekombination. Nach dem Rearrangement der Gensegmente auf der 
DNA-Ebene und der Transkription zur RNA, erfolgt die Prozessierung zur reifen mRNA. 
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Dabei wird bei den Ig-Ketten am 5`-Ende eine Leadersequenz angehängt, die den 
transmembranen Transport des Proteins erleichtert.  
 
 Abbildung 2: Rekombination und Synthese der Immunglobulin schweren Kette (L=Leadersequenz,  
 V = V-Element,  D = D-Element,  J = J-Element, C = C-Element) 
 
Die Rekombination der VDJ-Elemente erfolgt über die Rekombinations-Signal-Sequenzen 
(RSS) am 5`- und 3`-Ende der VDJ-Elemente. Die RSS beinhalten eine Heptamer- und eine 
Nonamersequenz, die entweder durch einen 12bp-Spacer (= one turn) oder durch einen 23bp-
Spacer (= two turn) getrennt sind. Die Heptamer- und Nonamersequenzen enthalten 
Nukleotide, die für den Rekombinationsprozess unerläßlich sind. Die Rekombination folgt 
dabei der Regel, daß nur Elemente mit 12bp Spacer mit Elementen, die einen 23bp Spacer 
aufweisen, rekombinieren können, so daß beispielsweise die Elemente für die IgH-Kette nur 
in der physikalischen Reihenfolge VDJ rearrangiert werden können. Der Vorgang der V(D)J-
Rekombination wird durch die Proteine der Gene rag1/rag2 (Rekombination aktivierendes 
Gen) und hmg1/hmg2 (high-mobility group protein) gesteuert. Dabei fungieren Komplexe aus 
RAG1/RAG2 und HMG1/HMG2 als Endonukleasen, die genau zwischen RSS und den 
kodierenden Gensegmenten schneiden (van Gent et al., 1997; Sawchuk et al., 1997; Kim and 
Oettinger, 1998). Die RSS und die dazwischen liegenden DNA-Bereiche werden als 






















































Enden der kodierenden Gensegmente bilden jeweils eine Haarnadelstruktur. Die Proteine 
KU70 und KU80 bilden an den Haarnadelstrukturen den KU-Komplex, der eine 
Serin/Threoninkinase (DNA-PKcs) bindet. Dieser, als DNA-abhängige Proteinkinase (DNA-
PK) fungierende Proteinkomplex, aktiviert verschiedene Proteine. Eine Endonuklease öffnet 
die Haarnadelstrukturen symmetrisch oder unter Bildung eines Palindroms asymmetrisch. 
Anschließend werden die einzelsträngigen DNA-Enden durch eine DNA-Polymerase 
aufgefüllt. Die lymphocytenspezifische Terminale-desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) ist in 
der Lage an die offenen DNA-Enden der beiden Gensegmente neue Nukleotide anzukoppeln. 
Ebenso können Nukleotide von den kodierenden Bereichen entfernt werden. Die Verbindung 
beider Gensegmente erfolgt abschließend durch einen Komplex aus XRCC4 und der DNA-
Ligase 4 („coding joint“).  
 Abbildung 3: VJ-Rekombination unter Bildung von „signal joint“ und „coding joint“  
 
Neben der Vielfalt der Keimbahnsegmente, tragen die bereits erwähnten Deletionen und 
Insertionen von Nukleotiden bei der Verknüpfung der Elemente sowie somatische Mutationen 
in den rekombinierten Elementen, zu der Vielfalt der Ig und TCR bei. 
Die unterschiedlichen Immunglobulinklassen werden durch ein „Switching” der CH-Elemente 
unter Beibehaltung der rearrangierten variablen Bereiche erzielt. Dabei kann eine B-Zelle, die 
als primäre Immunantwort IgM oder IgD bildet, durch eine DNA-Rekombination zu einer 
IgG, IgA oder IgE exprimierenden Zelle werden. Dies wird durch 5`-gelegene 
ACA AA C CAA ACA AAAAC CCACAG TG CACA G TG       12  Nukleo tide
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Umschaltsequenzen („switch-Elemente”; Alt et al., 1987), an den C-Elementen ermöglicht. 
Den Auslöser zum Klassenwechsel stellt die Bindung von CD40, das von CD4+-T-






Leukämien stellen maligne Neoplasien der Lymphopoese dar. Bei der normalen 
Lymphocytenreifung im Knochenmark und im Thymus entstehen aus den pluripotenten 
Stammzellen ausdifferenzierte B- oder T-Zellen. Der ausdifferenzierte Zustand der 
Leukocyten wird bei der Leukämie nicht erreicht. Vielmehr werden nicht differenzierte 
Entwicklungsstadien klonal vermehrt. Diese undifferenzierten Zellen proliferieren 
unkontrolliert und üben keine Funktion in der Immunantwort aus.  
Leukämien werden unterteilt in: 
 1. Akute lymphatische Leukämie (ALL) 
 2. Akute myeloische Leukämie (AML) 
 3. Chronisch lymphatische Leukämie (CLL) 
 4. Chronisch myeloische Leukämie (CML) 
 
Neben der Einteilung der Leukämien anhand des klinischen Verlaufs, der Zellmorphologie 
und cytochemischer Merkmale, werden immunologische Methoden zur weiteren 
Differenzierung eingesetzt. Der Einsatz monoklonaler Antikörper ermöglicht dabei die 
Identifizierung der Differenzierungsstadien leukämischer Zellen mittels membranständiger 
sowie cytoplasmatischer Antigene. So wird das Protein CD10 (cALL) in Prä-Prä-B-Zellen 
erstmals identifiziert, wohingegen kaum eine Expression in frühen B-Zellen und gar keine 
Expression in reifen B-Zellen festzustellen ist. Die Immunogenotypisierung der Ig- und TCR-
Rearrangements stellt eine zusätzliche Möglichkeit zur Charakterisierung des 
Differenzierungsstadiums leukämischer Zellen dar. So kann beispielsweise ein 
Rearrangement der TCRβ- und TCRγ-Gene, ohne IgH-Rekombination trotz gleichzeitiger 







1.3.1 Chromosomale Translokationen im Rahmen der 
Leukämieentstehung 
 
Spezifische chromosomale Translokationen besitzen pathogenetische Relevanz bei 
Neoplasien des Immunsystems. Dabei erfolgt eine Onkogenaktivierung (z.B. myc) über die 
Translokationen regulatorischer Elemente der Ig-Loci bei Burkitt-Lymphomen oder es kommt 
zur Bildung eines chimären Fusionsgens wie bcr-abl bei der CML. 
 
Abbildung 4: A: Aktivierung eines Proto-Onkogens über einen Enhancer (E) eines Ig- oder TCR-Gens;  
B: Bildung eines Fusionsproteins aus zwei verschiedenen Genen mit neuen Eigenschaften (P = Promotor) 
 
Viele Translokationen der Ig- und TCR-Loci lassen sich auf fehlerhafte V(D)J-
Rekombinationen zurückführen. In den RSS, den für die Rekombination unerläßlichen 
Signalsequenzen, treten Nukleotide auf, die in ähnlicher Folge auch im übrigen Genom zu 
finden sind. Solche kryptischen Sequenzen können durch fehlerhafte Nutzung zur aberranten 
Rekombination während der Lymphopoese führen und dadurch maligne Erkrankungen des 
lymphatischen Systems auslösen.  
So werden beispielsweise bei der ALL Regulatorsequenzen der IG- und TCR-Loci häufig in 
den Bereich von Homeoboxgenen, deren Proteine als Transkriptionsfaktoren fungieren, 
transloziert (Hayashi and Scott, 1990; Dubé et al., 1991; Hatano et al., 1991; Kennedy et al., 
1991; Lu et al., 1991). Auf diese Weise bedingt das in normalen T-Zellen nicht exprimierte 
hox11 die Entstehung einer T-Zell Leukämie (Salvati et al., 1995). 
Der Mechanismus des „Class switching” bei der Rekombination von CH-Elementen stellt 
einen weiteren Angriffsort dar. Auch durch Fehler in diesem Rekombinationsprozess können 
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1.4 Transport zwischen Zellkern und Cytoplasma 
 
Eukaryontische Zellen sind durch eine Kompartimentierung in Zellorganellen charakterisiert. 
Dazu gehören die Zellmembran, das Cytoplasma, die Mitochondrien, der Golgi-Apparat, das 
Endoplasmatische Retikulum (ER) und der Zellkern. Diese Kompartimentierung ermöglicht 
u.a. die gezielte Kontrolle der transkriptionellen/translationellen Regulation, die Stabilität des 
Genoms und die Prozessierung von prä-mRNA im Zellkern. 
Der Zellkern ist vom Cytoplasma durch die Kernmembran getrennt. Diese wird durch eine 
Doppellipidschicht gebildet, die mit Kernporenkomplexen (NPCs = nuclear pore complexes) 
durchsetzt ist. Die NPCs regulieren den Transport von Makromolekülen, wie Proteinen, 
tRNA, rRNA sowie mRNA zwischen dem Zellkern und dem Cytoplasma. Ribosomale 
Proteine werden beispielsweise nach dem Import in den Kern mit rRNA zu funktionsfähigen 
Ribosomen verbunden und letztlich wieder in das Cytoplasma exportiert. 
Proteine des Transportsystems zwischen Zellkern und Cytoplasma sind an der Übertragung 
von Signalen in der Zelle beteiligt. Die Fehlregulation von Proteinen des Kerntransportes 




1.4.1 Mechanismen des nukleären Transportes 
 
Die ca. 3000-5000 Kernporenkomplexe in einer humanen proliferierenden Zelle bestehen aus 
ca. 50-100 verschiedenen Proteinen, den sogenannten Nucleoporinen. Diese besitzen 
charakteristische AA-Sequenzen und strukturelle Domänen, die als Interaktions- sowie als 
Andockstellen für Kerntransportfaktoren dienen. 
Größere Substrate (≥ 20-30kDa) werden von diesen Kerntransportfaktoren anhand 
spezifischer Signale (NLS = nuclear localization signal; NES = nuclear export signal) erkannt 
und aktiv durch die Kernporenkomplexe transportiert. Vier Schlüsselproteine, die in dem 
NLS/NES-vermittelten aktiven Transport involviert sind, konnten bisher charakterisiert 
werden: Importinα (Adam and Adam, 1994; Görlich et al., 1994); Importinβ (Adam and 
Adam, 1994; Chi et al., 1995; Imamoto et al., 1995a; Görlich et al., 1995b; Radu et al., 
1995a); RAN (Melchior et al., 1993a; Moore and Blobel, 1993) und der Kerntransportfaktor 
NTF2 (Moore and Blobel, 1994; Paschal and Gerace, 1995). 
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Der aktive Transport zwischen Zellkern und Cytoplasma findet weitgehend durch eine 
Superfamilie von Transportrezeptoren statt, die eine Importinβ ähnliche N-terminale 
RanGTP-bindende Domäne besitzen (Fornerod et al., 1997b; Görlich et al., 1997). In 











Importin + Substrat Importin-Substrat-Komplex Importin-RanGTP 
Substrat 
RanGTP  












Exportin + Substrat  
               + RanGTP 
Tabelle 2: Aktiver RanGTP/GDP-vermittelter Transport zwischen Cytoplasma und Zellkern 
 
Im einfachsten Fall werden Substrate direkt durch den Transportrezeptor erkannt und durch 
den Kernporenkomplex transportiert. Direkt über das NLS an das Substrat bindende 
Importine werden als dimerer Komplex durch den NPC transloziert und anschließend im Kern 
durch Bindung von RanGTP von diesem abgelöst (Chi et al., 1996, Görlich et al., 1996c, 
Izaurralde et al., 1997). Der Importin-RanGTP-Komplex verläßt den Kern wieder und 
dissoziiert im Cytoplasma. Umgekehrt bilden Exportine einen trimeren Komplex aus Substrat 
und RanGTP im Zellkern, der im Cytoplasma in seine Bestandteile dissoziiert. 
 
Der durch Adaptermoleküle vermittelte Transport von Substraten ist der zweite, 
kompliziertere Ran-vermittelte Transportmechanismus. Der am besten untersuchte Adapter 
Importinα bindet sein Substrat über das NLS und gleichzeitig den Transportrezeptor 
Importinβ im Cytoplasma. Importinβ vermittelt die Bindung an, sowie den Transport durch 
den NPC (Görlich et al., 1996a; Weis et al., 1996b) in den Kern. 
Eine besondere Bedeutung bei Kernimport- und -exportprozessen fällt dem Protein RAN zu, 
das in einer GDP- und einer GTP-gebundenen Form vorkommt (Bischoff and Ponstingl, 
1991b; Divas et al., 1990; Melchior et al., 1993a; Moore and Blobel, 1993). Der Übergang 
von RanGDP zu RanGTP wird durch den nukleären Austauschfaktor RCC1 (Bischoff and 
Ponstingl, 1991a; Ohtsubo et al., 1987) im Zellkern vermittelt, die Hydrolyse von RanGTP zu 
RanGDP wird durch das RanGTPase-aktivierende Protein RanGAP1 (Bischoff et al., 1994) 
Einleitung 
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und das Ran-bindende Protein RanBP1 (Beddow et al., 1995; Bischoff et al., 1995b; Coutavas 
et al., 1993) im Cytoplasma vorgenommen. 
 
 Abbildung 5: RanGTP-vermittelter Transport zwischen Zellkern und Cytoplasma  
 durch Importine und Exportine 
 
Die Entdeckung der als basisch charakterisierten Signalsequenzen NLS/NES, bestätigten die 
Vermutung, daß diesem Transport von Proteinen ein einheitlicher Mechanismus zugrunde 
liegt (Dingwall and Laskey, 1991). Die zur Zeit ca. 20 bekannten Kerntransportrezeptoren der 
Importinβ-Superfamilie besitzen einige Gemeinsamkeiten. Diese sind die Importinβ-N-
terminale Bindungsdomäne, die ähnliche Größe von ca. 90-130kDa und ein saurer 
isoelektrischer Punkt von ca. 4.6-5.9 (Fornerod et al., 1997b; Görlich et al., 1997). Eine 
weitere Gemeinsamkeit dieser Proteinfamilie ist die hohe evolutionäre Konservierung von der 


















































1.5 Voraussetzungen und Ziele 
 
Von unserer Arbeitsgruppe wurden vier ALL-Patienten identifiziert, die eine reziproke 
Translokation t(5;14)(q34;q11) (Whitlock et al., 1994) aufwiesen. Jeweils zwei der Fälle 
wurden als prä-B-ALL bzw. T-ALL klassifiziert. 
 
Abbildung 6: Translokation t(5;14)(q34;q11) bei Patienten mit ALL 
 
In allen vier Fällen konnte ein illegitimes TCRδ-Rearrangement festgestellt werden. Die 
Klonierung und Sequenzierung zweier t(5;14)-Bruchpunkte identifizierte die Brüche auf 
14q11 telomerwärts von Dδ2. Zur Identifizierung kodierender DNA-Abschnitte auf 
Chromosom 5q34, wurde mittels genomischer P1-Klone, ein Exon-Trapping durchgeführt. 
Dabei wurden fünf Exone identifiziert, die durch eine EST-Datenbanksuche zu einem cDNA-
Fragment von 1181bp zusammengestellt werden konnten. Eine cDNA-Datenbanksuche 
konnte dieses Fragment keinem bisher charakterisierten Gen zuordnen. Weiterhin wurde in 
Bruchpunktnähe die pseudogene Variante von ubh-1 identifiziert, das für den pathogenen 
Mechanismus in ALL ausgeschlossen werden konnte (Hansen-Hagge et al., 1998).  






























Mittels RNA/DNA-analytischer Methoden soll das Expressionsmuster des auf Chromosom 
5q34 identifizierten Gens aufgedeckt werden. Anhand der daraus resultierenden Daten und 
dem bereits erstellten cDNA-Fragment soll die komplette cDNA kloniert werden. Die exakte 
Lagebeziehung dieses Gens zu den klonierten Bruchpunkten zweier ALL-Patienten mit einer 
t(5;14) ist das zweite wesentliche Ziel dieser Doktorarbeit. Parallel dazu sollen Analysen der 
gewonnen cDNA und des Proteins seine Funktion sowie seine potentielle Rolle bei der ALL-
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2.1.1 Bakterien (E. coli) 
 
BL21: (DE3), pLyseE, F-, ompT, (rB-mB), (IDE3), Cmr 
BM25.8: supE44 thi ∆(lac-proAB) [F` traD36 proAB+ laclqZ ∆M15] λimm434 (Kanr)P1 
 (Camr) hsdR (rΚ12-mΚ12-) 
C600: el14-(McrA-) supE44 thi-1 thr-1 leuB6 lacY1 tonA21 
NM522: supE thi-1 Λ(lac-proAB) ∆(mcrB-hsdSM)5 (rK- mK-) [F`proAB lacIqZ∆M15] 
XL1blue: recA1 endA1 gyrA96thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac[F`proAB lacqZ∆M15Tn10 
 (Tetr)]c 
XL2blue: MRF`: ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi recA1 gyrA96 
 relA1 lac[F`proAB lacqZ∆M15 Tn10(Tetr) Amy Camr]a 
Y1090r-: D(lac)U169 ∆(lon) AraD139 strA supF mcrA trpC22::Tn10(Tetr)[pMC9 Ampr Tetr] 
















 ACC42: Adenoid cycstisches Karzinom  Nalm-6: akute lymphatische Leukämie 
 CTV-1: akute myeloische Leukämie NB-4: akute promyelozytäre Leukämie 
 DAUDI: Burkitt Lymphom  RAJI: Burkitt Lymphom 
 HEL: Erythroleukämie  RC2A: Myelom monozytäre Leukämie 
 HeLa: Cervikal Karzinom  REH: B-Zell Vorläufer Leukämie 
 HT-29: Kolon Adenokarzinom  Sup-T13: T-Zell Lymphom 
 K-562: Chronisch myeloische Leukämie  T-24: Blasenkarzinom 
 Karpas-299: T-Zell Lymphom  THP-1: Akute monozytische Leukämie 
 Kasumi-1: akute myeloische Leukämie  U-937: Myeloisch monozytäre Leukämie 
 KG-37: akute myeloische Leukämie 
 KMS-12: Multiples Myelom  
 KOPN: B-Zell Vorläufer Leukämie Sämtliche Zellinien wurden uns 
 MCF-7: Adenokarzinom der Brust von Herrn Dr. Hans G. Drexler 
 ML-2: akute myelomonozytäre Leukämie vom DSMZ in Braunschweig  
 Molt-4: T-Zell Leukämie zur Verfügung gestellt. 
Mono-Mac-1: akute monozytäre Leukämie 
  
  




 1. pMOS-Vektor (Amersham Pharmacia) 
 2. pT7T3-Vektor (Amersham Pharmacia) 
 3. pUC18-Vektor (Amersham Pharmacia) 
 4. pUC19-Vektor (Amersham Pharmacia) 
 5. pUC57-Vektor (MBI Fermentas) 





Die Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Roche/Boehringer Mannheim, Amersham 
Pharmacia, New England Biolabs und MBI bezogen. 
 
Ligase:
 T4-Ligase (New England Biolabs, MBI) 
 
Polymerasen:
 1. T7-Polymerase (Amersham Pharmacia) 
 2. Taq-Polymerase (PerkinElmer,Roche/Boehringer Mannheim) 
 3. Pwo-Polymerase (Roche/Boehringer Mannheim) 
  4. KlenTaq-Polymerase (Clontech) 
 
Phosphatase:
  Calf Intestine Phosphatase CIP (Roche/Boehringer Mannheim) 
 
Reverse Transkriptase:
  Superscript Reverse Transkriptase (GIBCO/Life Technologies) 
 
DNase und RNase:
 1. RNase H (Merck) 
 2. DNase I (Merck) 
 
Proteinase:




 20mM dNTP`s each (Amersham Pharmacia) 
 
Die Nukleotidsequenzen von Oligonukleotiden (Primer) wurden nach Bedarf selbst 
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1. M13forward-Primer: 5`-GTAAAACGACGGCCAGT-3` 
 (MBI Fermentas, Amersham Pharmacia) 
2. M13reverse-Primer: 5`-CAGGAAACAGCTATGAC-3` 
 (MBI Fermentas, Amersham Pharmacia) 
3. T7-Primer: 5`-TAATACGACTCACTAT-3` 














2.1.7.3 Genspezifische ranBP17-Primer 
 















Hito707s: CCCAGCGTTTGAATTTTGATG  



















Alle mit Hito gekennzeichneten Primer sind mit dem Farbstoff Cy5 für die Sequenzierung auf 




















Hex1r:  GAGGCTCCCAAGGGACAGGATCTGATTAC 
Hito854r: ATGCCCTTGATGTTCATTGG 
Hex2r:  AAGAGTAGTGAGTCCCTCTGAGATAG 
Hex3r:  CACAGCAGCTGGAGGAGACAACTG 
LD2rev-800: CTATGTGCTTGAAGAGGTAGGTG 
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2.1.8 DNA- und RNA-Größenmarker 
 
DNA: 1. 100bp-Leiter (Amersham Pharmacia) 
 2. λxHindIII-Marker (Amersham Pharmacia) 
 3. Molecular Weight Marker-XV (Roche/Boehringer Mannheim) 
 4. Molecular Weight Marker-VII (Roche/Boehringer Mannheim) 





Primäre Antikörper: 1. Anti-Hit aus Kaninchen (mit Peptid RDVAEALRSDGNTEP 
     von RanBP17 immunisiert und über Peptidsäule aufgereinigt):
  Dr. J. Pineda, Antikörper-Service, Berlin 
 2. Anti-GST aus Maus:  Santa Cruz SC-138  
Sekundäre Antikörper: 1. Anti-Kaninchen aus Ziege: Biorad 170-6515 











 1. Sigma: 190-108-89-77-61-41-36 kDa 
 2. Biorad: 190-108-84-67-55-39-35 kDa 
 
 
2.1.11 Flüssige Nährmedien für Bakterien 
 
LB-Medium:
 10 g Trypton  
 5 g Hefeextrakt  
 5 g NaCl  
 ad 1L 
 
2xYT-Medium:
 16 g Trypton  
 10 g Hefeextrakt  
 1 g NaCl  
 ad 1L 
 
NZY+-Medium:
 10 g NZ-Amin (Caseinhydrolysat)  
 5 g Hefeextrakt  
 5 g NaCl  
 ad 1L 
nach dem Autoklavieren wurde zu einer Endkonzentration hinzugegeben: 
 80 mM MgCl2  
 80 mM MgSO4  
 0.04 % Glukose sterilfiltriert (w/v) 
 
TB-Medium:
 12 g Trypton  
 2.4 g Hefeextrakt  
 ad 1L 
 17 mM KH2PO4  
 72 mM K2HPO4  






 10 g Trypton  
 5 g Hefeextrakt  
 5 g NaCl  
 14 g Agar oder Agarose  
 ad 1L 
Additive:  100 µg/ml Ampicillin  
 50 µg/ml Kanamycin-Sulfat  
 15 µg/ml Tetracyclin  
 34 µg/ml Chloramphenicol  
 10 mM MgSO4 
Material und Methoden 
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Top-Agar/-Agarose: 10 g Trypton  
 5 g Hefeextrakt  
 5 g NaCl  
 7 g Agar/Agarose  
 ad 1L 






 100mg/ml Ampicillin (Sigma) 
 100mg/ml Kanamycin-Sulfat (Roche/Boehringer Mannheim) 
 15mg/ml Tetracyclin in 70% (v/v) EtOH (Sigma) 





Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Roth, Merck, Sigma, AppliChem, J.T. 






pMOSBlue T-Vector-Kit (Amersham Pharmacia) 
T-Cloning Kit (MBI Fermentas) 
TOPO Cloning Kit (Invitrogen) 
 
Sequenzierungen: 
1. AutoRead Sequencing Kit  (27-1690-04/Amersham Pharmacia) → ALF-Express 
2. Thermo SequenaseTM CyTM5 Dye Terminator Kit  
 (27-2682-01/Amersham Pharmacia) → ALF-Express 
3. Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP 
 (RPN 2438/Amersham Pharmacia) → LICOR 
 
Plasmid-Aufreinigung: 
1. Qiawell 8 Plasmid Kit (Qiagen) 
2. Qiaprep 8 Miniprep Kit (Qiagen) 
3. Nucleobond Maxi Kit (Macherey und Nagel) 
4. GFXTM Micro Plasmid Prep Kit (Amersham Pharmacia) 
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DNA-Markierung: 
T7QuickPrime Kit (Amersham Pharmacia) 
 
Fragmentisolierung: 
1. QiaEx II Gel Extraction Kit (Qiagen) 
2. QiaQuick PCR Purification Kit (Qiagen) 
 
PCR: 
1. RACE-Kit (GIBCO/Life Technologies) 
2. Marathon-ReadyTM cDNA Kit (Clontech) 
3. AdvantageTMcDNA PCR Kit (Clontech) 
4. ExpandTMLong Template PCR System (Roche/Boehringer Mannheim) 
 
RNA-Aufreinigung: 
1. Oligotex Direct mRNA Mini Kit (Qiagen) 
2. Oligotex mRNA Midi Kit (Qiagen) 
 
Protein-Detektion: 





1. Human Testis: oligo dT und random synthetisiert (Clontech) HL3024b 
2. Human Testis: oligo dT synthetisiert (GIBCO/Life  
    Technologies) 10426-013 
3. Human Testis: oligo dT und random synthetisiert, 
     mit LD-PCR amplifiziert (Clontech) HL5503u 
4. Human Testis:  Marathon-ReadyTMcDNA (Clontech) 7414-1 
5. Maus Testis: oligo dT und random synthetisiert (Clontech) ML1020b 
6. HeLa: oligodT und random synthetisiert (Clontech) HL5013b 
7. Fibroblasten: oligo dT und random synthetisiert (Clontech) HL1166b 
8. Human foetal Leber: oligo dT und random synthetisiert (Clontech) HL1064b 
9. Human Pankreas: oligo dT synthetisiert (Clontech) HL4049AH 
 
 
2.1.17 Poly-A+-Northern Blots 
 
Human Multiple Tissue Northern Blots von Clontech :  
 1. 7760-1 H   
 2. 7759-1 H2 
 3. 7767-1 H3 
Mouse Multiple Tissue Northern Blot von Clontech:  
 7762-1 M 
 






  Alf-Express und Alf-ExpressII (Amersham Pharmacia) 
 LICOR-4200E-2 (MWG) 
Thermocycler:
  PTC-200 (MJ RESEARCH) 
Zentrifugen:
  MicroMax (IEC) 
 Sepatech Varifuge 3.0R (Heraeus) 
 Kühlzentrifuge 5417R  (Eppendorf) 
 Sorvall RC-5B (Dupont Instruments) 
 Sorvall OTD 55B (Dupont Instruments) 
Photometer:




  E. coli Pulser (BioRad) 
 4mm Küvetten 748040 (Biozym) 
 
Wasserbäder:
 1086 (GFL) 
 DC1 (Haake) 
 
Diverse Geräte: Thermomixer 5436 (Eppendorf) 
 pH-Meter Delta 320 (Mettler) 
 Orbital Shaker (Forma Scientific) 
 Brutschränke (WTB Binder) 
 Heizrührer MR 3002 (Heidolph) 
 UV-Stratalinker (Stratagene) 
 Curix 60 Entwickler (Agfa) 
 CertoClav CV-EL 10 (Kelomat) 
 
 





 0.125 M Tris  
 1.25 M Glycin  
 0.5 % SDS (v/v) 
 
Western Blot-Puffer (10x):
 38.6 mM Glycin  
 0.479 M Tris  
 0.037 % SDS (v/v) 
 
Western Blot-Puffer (1x):
  500 ml 10x Puffer 
 1 L Methanol 
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Ponceau S-Färbelösung: 0.2 % (w/v) Ponceau S  
 3 % (v/v) Trichloressigsäure  
 in H2O 
 
Coomassie Blau-Färbelösung: 0.25 % (w/v) Coomassie-Brilliant-Blau R250 
 50 % (v/v) Methanol 
 10 % (v/v) Essigsäure 
 40 % (v/v) H2O 
 
Entfärbelösung für SDS-Polyacrylamid-Protein-Gele: 
 50 % (v/v) Methanol  
 40 % (v/v) Essigsäure  
 10 % (v/v) H2O 
Abschmelzpuffer  
für Western Blot:  2 % (w/v) SDS  
 0.1 M β-Mercaptoethanol  
 62.5 mM Tris/HCl pH 6.8 
 
TBS/T-Puffer:  10 mM Tris/HCl  pH 7.4 
 0.15 M NaCl  
 0.2 % (v/v) Tween-20  
 
Protein (4x SDS-Puffer)  0.2 M Tris/HCl pH 6.8 
 8 % (w/v) SDS  
 0.4 % (w/v) Bromphenolblau  
 40 % (v/v) Glycerin  
 0.1 M DTT (frisch zugegeben) 
 
NET/G-Puffer:  0.15 M NaCl  
 5 mM EDTA  
 50 mM Tris/HCl  pH 7.5 
  0.05 % (v/v) Triton X-100 






Dephosphorylierungspuffer: 20 mM Tris/HCl pH 8.0 
 1 mM MgCl2  
 1 mM ZnCl2  
 
Resuspensionspuffer:  50 mM Tris  
(für Plasmid-DNA) 0.1 M EDTA pH 8.0 
 100 µg/ml RNase H  
 
Lysepuffer:  0.2 M NaOH  
  1 % (w/v) SDS  
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Neutralisationspuffer:  3 M Kaliumacetat pH 4.8 
 
2xTSS-Puffer: 0.1 M MgCl2  
 20 % (w/v) PEG 3350  
   in LB-Medium 
 
TE-Puffer: 10 mM Tris/HCl pH 8.0 
 0.1 mM EDTA  
 
10x Ladepuffer:  0.25 % (w/v) Bromphenolblau  
 25 % (v/v) Glycerin  
 150 mM EDTA  
 1 % (w/v) SDS  
 
10x Lambda-Puffer: 1 M NaCl 
 0.1 M MgSO4 
 0.35 M Tris/HCl pH 7.5 
 
GYT für Elektroporation: 0.25 % (w/v) Trypton 
 0.125 % (w/v) Hefeextrakt 
 10 % (v/v) Glycerin 
 
10xTBE: 1.0 M Tris  
 0.83 M Borsäure  
 10 mM EDTA  
 
TENS-Puffer: 10 mM Tris/HCl  pH 8.0 
 1 mM EDTA  
 0.1 M NaOH  
 0.5 % (w/v) SDS 
 
TES-Puffer: 0.1 M Tris/HCl pH 8.0 
 0.1 M EDTA  
 0.3 % (w/v) SDS  
 
Denaturierungs-Puffer: 0.5 M NaOH  
 1.5 M NaCl 
 pH > 13.0 
 
Neutralisierungs-Puffer: 0.5 M Tris/HCl pH 7.0 
 3 M NaCl  
Abschmelzlösung für  
DNA-Filter:  0.1 x SSC  










GIT zur RNA-Isolierung: 4 M Guanidinthiocyanat  
 25 mM Natrium-Citrat  pH 7.0 
 0.5 % (w/v) N-Lauroylsarcosin  
 0.1 M β-Mercaptoethanol 
 
10x RNA-Laufpuffer: 0.5 M HEPES  
(mit NaOH ad pH 7.0) 1 mM EDTA  
 50 mM NaAcetat  
    
RNA-Probenpuffer:  1 x HEPES  
 50 % (v/v) Formamid (deionisiert)  
 7.4 % (v/v) Formaldehyd  
 
5x RNA-Ladepuffer:  0.4 % (w/v) Bromphenolblau/Xylencyanol  
 50 % (v/v) Glycerin  
 0.1 M NaH2PO4 pH 7.0 
 
1x RNA-Laufpuffer: 50 mM HEPES 
 1 mM EDTA 
 5 mM Natriumacetat pH 7.0 
Abschmelzlösung für  
RNA-Filter:  10 mM Tris  
 1 mM EDTA  
 1 % (w/v) SDS  




20xSSC:  3 M NaCl  
 0.3 M Natriumcitrat 
Waschlösungen für Southern und Northern Blots (3x, 1x, 0,3x und 0.1xWaschlösung) wurden 
aus den entsprechenden Verdünnungen aus 20xSSC und SDS (jeweils 0.1% 
Endkonzentration), hergestellt. 
Waschlösung 1 für Express-Hybridisierung:  2 x SSC 
 0.05 % (w/v) SDS 
Waschlösung 2 für Express-Hybridisierung: 0.1 x SSC 
 0.1 % (w/v) SDS 
Hybridisierungslösung: 1 x Denhardts-Lösung (100x: 2% (w/v) Ficoll-400, 
   2% (w/v) BSA, 2% (w/v) Polyvinylpyrolidon 360)  
 100 g Dextransulfat  
 50 mg Salm-DNA (ad 1L)  
 1 % (w/v) SDS  
 3 x SSC  
 






2.2.1.1 PCR mit Taq-Polymerase 
 
Zur Synthese von DNA-Sonden wurde die PCR-Technik (Mullis et al., 1986) mit der 
thermostabilen Taq-Polymerase aus Thermus aquaticus (Saiki et al., 1988) angewendet.  
 Ansatz:  
Menge Reagenz Volumen 
10x PCR-Puffer (Perkin-Elmer) 5µl 
20mM each dNTP`s 0.5µl 
10pmol/µl Primer A 1-2µl 
10pmol/µl Primer B 1-2µl 
5U/µl AmpliTaq DNA-Polymerase 0.5µl 
10-500 ng Template-DNA xµl 
xµl H2O ad 50µl 
 




Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen 





7min. 72°C 1x 
∞ 4°C - 
 
Die Möglichkeit einer Fehlpaarung der Primer mit der Template-DNA wurde durch Ansetzen 
der Reaktion auf Eis reduziert. Der gesamte Reaktionsansatz wurde daraufhin in die auf 
Denaturierungstemperatur vorgeheizte PCR-Maschine gestellt („vereinfachter Heißstart“). Bei 
der Amplifikation aus cDNA-Bibliotheken wurden zehn Zyklen mit einer Temperatur von 
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5-10°C über der Primer-Schmelztemparatur begonnen und anschließend mit der optimalen 
Primer-Schmelztemperatur fortgefahren.  




Die Expression von Genen in Geweben oder Zellinien wurde mittels RT-PCR untersucht. Die 
RNA wird dabei mit dem Enzym Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben und 
anschließend das erwünschte Fragment mittels PCR amplifiziert (Sambrook et al., 1989) 
Ausgangsmaterial:  
 total RNA (5-20µg) oder polyA+-RNA (2-15µg) 
Ansatz:  
 RNA 11 µl 
 +100pmol/µl Random Hexamere und 100pmol/µl  
 oligo dT oder genspezifischer 100pmol/µl Primer 1 µl 
 10min. 70°C  
 1min. Eis  
 5 x Reverse Transkriptase-Puffer 4 µl 
 0.1 M DTT 2 µl 
 20 mM dNTP `s each 0.5 µl 
 250 U/µl RNase-Inhibitor 1 µl 
 200 U/µl Superscript Reverse Transkriptase 1 µl 
 1-2h 37°C 
 5min. 95°C 
 
1-2µl der cDNA-Reaktion wurden für die darauffolgende PCR (siehe oben) eingesetzt. Die 




Die RACE-PCR (rapid amplification of cDNA ends) stellt eine Methode dar, bei der cDNA-
Fragmente zwischen einer bekannten und einer unbekannten Sequenz amplifiziert werden 
können. Bei der 5`-RACE wird die mRNA mittels eines genspezifischen Primers in cDNA 
umgeschrieben und anschließend ein homopolymeres dCTP-Fragment an das 3`-Ende 
angehängt. Nach der Aufreinigung der PCR-Fragmente erfolgt die Amplifizierung der 
unbekannten cDNA-Sequenz durch einen genspezifischen und einen polyG-Primer. Zur 
Amplifizierung unbekannter 5`-cDNA-Bereiche wurde die RACE-Technik mittels Marathon-
ReadyTMcDNA Kit (Clontech) und RACE-Kit (GIBCO/Life Technologies) eingesetzt.  
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2.2.1.4 Long Distance PCR 
 
Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten über 2kb wurde mit dem Enzymgemisch Taq- und 
Pwo-Polymerase von Roche/Boehringer Mannheim (ExpandTM Long Template PCR System)  
durchgeführt. Die Mischung beider Enzyme ermöglicht die Amplifizierung von sehr langen 
DNA-Stücken. Außerdem wird durch die 5`-3`-Proofreading-Funktion der Pwo-Polymerase 
eine hohe Genauigkeit erzielt. 
 Mix1: 
Menge Reagenz Volumen 
20mM dNTP`s each 1µl 
10pmol/µl Primer A 1.5µl 
10pmol/µl Primer B 1.5µl 
50-750ng Template DNA xµl 
- H2O xµl ad 50µl 
 
 Mix2: 






3.5U/µl Taq/Pwo-Enzymmix 0.75µl 
- H2O 39.25µl 
 
 Zyklus-Programm: 
Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen 
3-5min. 94-96°C 1x 
15-30sek. 94-96°C 
30-45sek. 58-68°C 
2-8min. 68°C oder 72° 
+5sek./Zyklus 
20-40 Zyklen 
1min. 68°C oder 72°C 1x 








Der Restriktionsverdau von DNA wurde zur Analyse in 20-30µl, zur Präparation in 50-200µl 
Ansätzen durchgeführt. 
In der Regel wurden dabei 1µg DNA mit 1-10U Enzym 1-4h bei 37°C in dem vom Hersteller 
angegebenen Reaktionspuffer inkubiert (SmaI bei 25°C). Die Restriktion von cDNA-Klonen 





Die 5`-Dephosphorylierung wurde eingesetzt, um das Religieren von Vektor-DNA-Enden zu 
verhindern, wenn dieser mit nur einem Restriktionsenzym behandelt worden war. 
 
50µl-Reaktion: 20 mM Tris/HCl pH 8.0 
 1 mM MgCl2 
 1 mM ZnCl2 
 10-100 ng Vektor-DNA 
 0.1 U CIP 
 30 min. 37°C 
 0.1 U CIP 
 30 min. 56°C 
 10 mM EDTA 
 10 min. 75°C (Inaktivierung) 
 
Die dephosphorylierten Vektoren wurden anschließend mittels Phenol/Chloroform 





Die kovalente Verbindung zweier kohesiver (überlappender) oder zweier Blunt-End (glatter) 
DNA-Stücke wurde in einem Verhältnis von 0.1pM (Vektor) zu 0.3pM (Insert) DNA 
durchgeführt. 
Ansatz: 
 x µl Vektor 
 x µl Insert 
 2 µl T4 DNA-Ligase-Puffer 
 1 µl T4-Ligase (400U) 
 x µl H2O ad 20µl 
 
Der Reaktionsansatz wurde ÜN bei 16°C (kohesiv) oder RT (Blunt-End) inkubiert. 
 
 




Die Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA wurde nach dem Protokoll von Chung 
et al. (1989) sowie mittels Elektroporation ausgeführt. 
 
1. TSS-Transformation: 
10ml einer logarithmisch wachsenden Bakterienkultur (OD600: 0.4-0.8) wurden 5min. bei 
4000g abzentrifugiert und in 500µl eiskaltem LB-Medium resuspendiert. Die Zellen wurden 
durch Zugabe von 450µl eiskaltem TSS und 50µl DMSO kompetent gemacht. 
Zu 1-10µl (ca. 10-100ng) DNA wurden 200µl der kompetenten Bakterien gegeben und 30-
60min. auf Eis inkubiert. Der ganze Ansatz wurde danach ohne weitere Inkubation auf die 




Eine logarithmisch wachsende Bakterienkultur wurde nach 30minütiger Inkubation auf Eis 
15min. bei 4000g abzentrifugiert und anschließend 2x mit dem halben Volumen 10%igem, 
eiskaltem Glycerin gewaschen. Das Pellet wurde anschließend in 0.2% des 
Ausgangsvolumens mit eiskaltem GYT resuspendiert. 
Zu 40µl der Bakterien wurden 10-100ng DNA zugegeben und vorsichtig gemischt. 
Die DNA wurde durch einen Puls von 1.8kV in die Bakterien eingebracht. Nach Zugabe von 
1ml LB-Medium wurden die Zellen 1h bei 37°C geschüttelt. 
Von diesem Ansatz wurden 100µl auf LB-Selektionsplatten ausgestrichen und ÜN bei 37°C 






Die DNA-Plasmidaufreinigung wurde mit den angegebenen Kits durchgeführt. 
Die Minipäparation von Plasmiden wurde außerdem nach einer Methode von Sheibani und 
Frazier (1997) durchgeführt. 
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2. λ  -DNA: 
Zur Aufreinigung von λ-DNA wurde eine Methode mit Zinkchlorid als Präzipitationsagenz 
verwendet (Santos, 1991). Diese Methode gewährleistete eine hohe Ausbeute an DNA, die 
sich allerdings nur schlecht verdauen läßt (Neumann and Schairer, 1993). Aus diesem Grund 
wurde eine modifizierte Methode nach Su et al. (1998) verwendet. 
Dabei wurden 50ml LB/10mM MgSO4/10% (w/v) Maltose mit 300µl einer Y1090r- ÜNK 
angeimpft und bis zu einer OD600: von 0.5-0.9 bei 37°C inkubiert. Die Kultur wurde dann mit 
100-300µl eines Phagenlysates (ca. 106-1010pfu/ml) von einem einzigen Klon angeimpft und 
bei 39°C 3-16h inkubiert. Nach Erreichen einer deutlichen Lyse wurde die Kultur 10min. bei 
4000g abzentrifugiert. Der Überstand wurde bei 37°C mit DNaseI (10µg/ml) für 30min. und 
anschließend 5min. bei 37°C mit Zinkchlorid (40mM) inkubiert. Der Ansatz wurde bei 4000g 
für 5min. abzentrifugiert und danach in 700µl TENS-Puffer pro Milliliter Ausgangsvolumen 
resuspendiert. Zusätzlich wurde ProteinaseK hinzugefügt (100µg/ml) und die ganze Reaktion 
bei 65°C inkubiert. Es folgten zwei Phenol/Chloroformextraktionen. 
Der Überstand wurde schließlich mit 0.7fachem Volumen Isopropanol präzipitiert, mit 70% 
EtOH gewaschen. Das DNA-Pellet wurde in 100-300µl 10mM Tris pH 8.0 resuspendiert.  
 
3. PAC-DNA: 
Die Isolierung von PAC-DNA erfolgte mittels einer alkalischen Lyse, anschließender 
Phenolextraktion und abschließender Ethanol-Präzipitation. 
Dabei wurden 10ml ÜNK 15min. bei 4000g abzentrifugiert und das Bakterienpellet in 180µl 
Puffer 1 (50mM Glukose, 25mM Tris/HCl pH 8.0, 10mM EDTA) resuspendiert. Nach 
Zugabe von Lysozym (2mg/ml) wurde der Ansatz 5min. auf Eis inkubiert und anschließend 
400µl Puffer 2 (0.2M NaOH, 1% (w/v) SDS) hinzugegeben. Die Reaktion wurde 5min. auf 
Eis inkubiert und danach mit 300µl Puffer 3 versetzt. Nach 15minütiger Inkubation auf Eis 
wurde der Ansatz bei 12000g für 15min. abzentrifugiert. Der Überstand wurde mit 480µl 
100%igem Isopropanol versetzt und 10min. bei 12000g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 
200µl 10mM Tris pH 8.0 resuspendiert und 6µl 5M NaCl zugegeben. Es folgten zwei 
Phenol/Chloroform-Extraktionen. 
Der wässrige Überstand wurde mit 2.5fachem Volumen 100% EtOH präzipitiert, das 
resultierende Pellet mit 70% EtOH gewaschen und schließlich in 50-100µl 10mM Tris pH 8.0  
und 1µl RNaseH (10mg/ml)  resuspendiert. Der Ansatz wurde 30-60min. bei 37°C inkubiert. 
 
 




DNA-Sequenzen, die für Gene kodieren, dienen als Template für eine große Anzahl von 
RNA-Molekülen, die tRNA, rRNA und mRNA beinhalten. Die Mehrheit der RNA-Moleküle 
in einer Zelle wird dabei durch tRNA und rRNA gestellt. Die in dem Translationsprozeß als 
Template dienende mRNA stellt nur 1-5% der Gesamt-RNA einer Zelle dar.  
Die Methoden der Phenol/Chloroform-, TRIZOL- und Cäsiumchlorid-Aufreinigung dienten 
der Präparation der Total-RNA, die wenn nötig mittels OligotexTM-mRNA-Kit von Qiagen, 
weiter aufgereinigt wurde. 
Einige mRNA`s wurden direkt aus dem Gewebe oder den eukaryontischen Zellen mittels 
OligotexTM-Direct-mRNA-Kit aufgereinigt. 
Die mittels dieser Methoden aufgereinigten RNA`s wurden für den Northern Blot, RT-PCR 
oder cDNA-Synthese eingesetzt. 
 
1. Phenol/Chloroform-Aufreinigung: 
Zur Isolierung von Total-RNA aus Zellinien wurde eine Methode nach Chomczynski und 
Sachi (1987) über Phenol/Chloroformextraktion gewählt, die eine Denaturierung mit 
Guaninisothiocyanat mit anschließender Phenol/Chloroform-Extraktion der RNA beinhaltet. 
Dazu wurde zu 500µl in GIT aufgenommenen Zellen 50µl 3M Natriumactetat (pH 4.0), 500µl 
Phenol sowie 100µl Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) zugegeben. 
Nach gutem Durchmischen des Ansatzes erfolgte eine Inkubation von mindestens 15min. auf 
Eis. Nach 30minütigem abzentrifugieren bei 12000g und 4°C wurde der Überstand 
abgenommen und mit 500µl Isopropanol 1-18h bei -20°C präzipitiert. Das durch 20minütige 
Zentrifugation bei 12000g und 4°C erhaltene Pellet wurde in 300µl GIT und 400µl 
Isopropanol aufgenommen und 1-4h bei -20°C präzipitiert und 30min. bei 4°C zentrifugiert. 




Die Aufreingung von Total-RNA aus Geweben erfolgte durch das TRIZOLTM-Reagenz von 
GIBCO/Life Technologies. Dabei wurden 50-100mg Gewebe mit 1ml TRIZOL-Reagenz 
versetzt und durch pipettieren oder über eine Spritze homogenisiert. Der Ansatz wurde 5min. 
bei Raumtemperatur inkubiert und darauf  mit 0.2ml Chloroform pro 1ml TRIZOL versetzt. 
Nach gutem Durchmischen und Inkubation für 2-3min. bei Raumtemperatur, wurde der ganze  
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Ansatz bei 4°C und 12000g für 15min. zentrifugiert. Die obere wässrige Phase wurde für die 
weitere RNA-Isolierung eingesetzt. Aus der Interphase und der unteren organischen Phase 
wurde die genomische DNA und das Protein isoliert. 
Die wässrige Phase mit der RNA wurde mit 0.5ml Isopropanol pro 1ml TRIZOL vermischt. 
Nach Inkubation bei Raumtemperatur für 10min. wurde die Lösung bei 4°C und 12000g für 
10min. zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde mit 70% EtOH gewaschen und nach dem 
Trocknen bei RT in 10-50µl DEPC-H2O bei 60°C für 10min. gelöst. 
 
3. Cäsiumchlorid-Aufreinigung: 
Zur Gewinnung von Total-RNA aus Zellen und Geweben wurde die Aufreinigung über ein 
Cäsiumchloridkissen erreicht. 
50-100mg Gewebe bzw. 5-10x106 eukaryontische Zellen wurden dabei in 6ml 4M GIT und 
0.1M β-Mercaptoethanol (frisch zugegeben) mit einer Spritze homogenisiert. 
Die lysierten Zellen wurden auf 4.25ml eines 5.7M Cäsiumchloridkissens in einem 
Zentrifugenröhrchen pipettiert und nötigenfalls mit 4M GIT/0.1M β-Mercaptoethanol auf 
11ml aufgefüllt. 
Der Ansatz wurde daraufhin mit dem Swingout-Rotor von Sorvall AH629 bei 24000rpm für 
16-20h bei 4°C in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Das aus der Zentrifugation resultierende 
Pellet wurde in 800µl TES-Puffer aufgenommen. 
Nach einer Phenol/Chloroform-Extraktion wurde der Überstand mit EtOH 30min. bei –20°C 
präzipitiert. Das erhaltene Pellet wurde mit 70% EtOH gewaschen und nach dem Trocknen 
bei RT in 200-400µl DEPC-H2O resuspendiert. 
 
4. mRNA-Aufreinigung mittels OligotexTM-mRNA-Kits: 
Die Aufreinigung von mRNA aus eukaryontischen Zellen erfolgte durch die OligotexTM-
mRNA-Kits von Qiagen. Diese Methode basiert auf der Tatsache, daß die meisten 
eukaryontischen mRNA-Moleküle am 3`-Ende mit einem Homopolymer von 20-250 
Adenosinnukleotiden enden. Die Isolierung dieser polyA+-RNA-Moleküle kann durch 
Hybridisierung dieser polyA+-Schwänze an oligo dT-Primer, die wiederum an Latex-
Kügelchen gebunden sind, erfolgen. Diese unter Hochsalzbedingungen an die Latex-
Kügelchen gebundene mRNA, kann nach Entfernung der tRNA und rRNA unter 
Niedrigsalzbedingungen von den Kügelchen wieder dissoziieren. Sämtliche Protokollschritte 
und Voluminaangaben wurden nach den Protokollen von Qiagen durchgeführt.  
 




Zur Isolierung von DNA-Fragmenten, die durch PCR oder Restriktionsverdau hergestellt 
worden waren, wurde der QiaEx II Gel Extraction Kit und die Aufreinigung mittels 
MikroSpin-Zentrifugenfilter von Roth verwendet. Bei beiden Anwendungen werden die 
DNA-Fragmente über Agarose-Gelelektrophorese vorgereinigt und aus dem Gel 
ausgeschnitten. Bei der Reinigung mit QiaEx II wurde nach dem vorgegebenen Protokoll 
vorgegangen. 
Die Reinigung mittels MikroSpin-Säulen wurde wie folgt durchgeführt: 
Das ausgeschnittene Gelstück wurde durch die Filtereinheit 30min. abzentrifugiert. Die so 
erhaltene DNA-Suspension wurde 1-2x einer Phenol/Chloroform-Extraktion unterzogen. Die 
DNA im Überstand wurde mittels Ethanol oder Isopropanol präzipitiert und mit 70% EtOH 
gewaschen und in 10-30µl TE-Puffer resuspendiert. Die gereinigte DNA wurde daraufhin in 
einem Agarose-Gel überprüft. 
 
 
2.2.9 Agarose-Gelelektrophorese  
 
Zur Visualisierung, Auftrennung und Präparation von Nukleinsäuren wurde die Agarose-
Gelelektrophorese verwendet (McDonell et al., 1977; Southern, 1979).  
DNA: 
Gelansatz : 
 0.3-2.0 % (w/v) Agarose (40kb-100bp DNA-Fragmente) 
 1 x TBE 
 0.5 µg/ml Ethidiumbromid  
Spannung:  30-130 V 
Elektrophoresepuffer:  1x TBE  
 
Der DNA (0.1-5µg) wurde 5x DNA-Ladepuffer zugegeben. 
RNA: 
Bei der Gelelektrophorese für RNA wurden die Lösungen mit 0.1% DEPC 
(Endkonzentration) behandelt. Durch kovalente Bindung von DEPC an RNasen, werden diese 
inaktiv (Fedorcsak et al., 1969). Dabei wird DEPC in Lösung gebracht und über Nacht bei 
37°C inkubiert. Durch Autoklavieren wurde das DEPC inaktiviert.  
Gelansatz : 
 1 % (w/v) Agarose  
 1 x HEPES (50mM HEPES, 1mM EDTA, 5mM  
   Natriumacetat pH 7.0) 
 7.4 % (v/v) Formaldehyd  
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Spannung: 80-100V 
Elektrophoresepuffer: 1 x  HEPES (50mM HEPES, 1mM EDTA, 5mM  
    Natriumacetat pH 7.0) 
 7.4 % (v/v) Formaldehyd 
 
Die aus Gewebe oder Zellen gewonnene RNA wurde nach Einkonzentrierung in der Speed-
Vac in 20µl Probenpuffer resuspendiert und 10min. bei 68°C denaturiert. Anschließend 
wurden 1µl Ethidiumbromid (1mg/ml) und 5µl 5x RNA-Probenpuffer zugegeben. 
 
 
2.2.10 Southern Blotting 
 
Die Übertragung von DNA aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran wurde mittels 
kapillarem Transfer (Southern, 1975) in einem Hochsalzpuffer (Khandjian, 1987) 
durchgeführt. Das Agarosegel wurde vor dem Transfer je 1h in:  
 Denaturierungspuffer 
 Neutralisierungspuffer 
 kurz in 3x SSC inkubiert.  
Nach Durchfeuchtung von Nylonfilter und Whatman-Papier wurde folgender Aufbau 
durchgeführt: 
 3 x Whatman3MM in 20x SSC-Reservoir  
 1 x Agarosegel 
 1 x Nylonmembran (Hybond-XL) 
 4 x Whatman3MM 
 ca. 10 cm Papiertücher (trocken) 
  Glasplatte  
 ca. 800 g Gewichte 
  Bottingzeit: 16-18h 
Die Nylonmembran wurde nach dem Transfer 2h bei 80°C gebacken und unter UV-Strahlung 
gecrosslinkt. Die DNA wurde dadurch irreversibel an die Nylonmembran kovalent gebunden.  
 
 
2.2.11 Northern Blotting 
 
Die Übertragung von RNA aus einem denaturierenden Formaldehyd-Agarosegel (Lehrach et 
al., 1977) auf eine Nylonmembran wurde äquivalent zum Southern Blotting nach Alwine et 
al. (1977) durchgeführt. Sämtliche Lösungen wurden dabei mit DEPC behandelt. 
Vor dem Transfer wurde das Gel wie folgt behandelt: 
 30min.  in H2O  (3x gewechselt) 
 40min. in 20x SSC  (1x gewechselt) 
 20min. in 10x SSC (1x gewechselt) 
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Der Blot-Aufbau, die Blot-Zeit und die Bindung an die Nylonmembran wurden dem Southern 
Blot entsprechend durchgeführt. 
 
 




Die verwendeten Bibliotheken hatten die Bakteriophagen λgt11 und λtriplEx2 als Vektoren, 
die sich wiederum in dem E. coli Stämmen Y1090r- und XL1 als Wirt vermehren. Die 
verwendeten Bibliotheken wiesen eine Anzahl von 1.0-5.0x106 unabhängigen Klonen auf. 
Für eine erfolgreiche Infektion mit λgt11 und λtriplEx2 wurden logarithmisch wachsende 
Bakterienkulturen (Y1090r- für λgt11 und XL1-Blue für λtriplEx2) in LB-Medium mit 10mM 
MgSO4 und 0.2% (w/v) Maltose verwendet. Bei einer optischen Dichte von 2 wurden die 
Bakterien in der Hälfte Ihres Ausgangvolumens mit 10mM MgSO4 resuspendiert. Je nach 
Phagentiter wurden 1-100µl Bakteriophagen dabei 15min. mit 1ml (für 24x24cm Platten) oder 
200µl (für 90mm Platten) Bakterien bei 37°C inkubiert. Für 90mm LB-Platten bzw. 24x24cm 
Platten wurden 3ml bzw. 25ml auf 48°C erwärmte Top-Agarose (+10mM MgSO4) zu der 
Phagensuspension hinzugefügt und auf 37°C erwärmte LB-Platten gegeben. 
Zur Ausplattierung der korrekten Anzahl von Phagenklonen wurde zuerst eine 
Titerbestimmung der verwendeten Bibliothek auf 90mm LB-Platten durchgeführt. 
Dazu wurden 2-10µl des Bibliothekenstocks 1:100 in 1x-Lambdapuffer verdünnt. Diese 
Verdünnung wurde nochmals in 1x-Lambdapuffer 1:1000 verdünnt. Von dieser 1:100.000 
Verdünnung wurden 0, 5, 10 und 20µl mit 100µl jeweils 1x Lambdapuffer sowie 200µl einer 
Bakterien-ÜNK 15min. bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die Suspension mit 3ml 
45°C warmem Top-Agar/10mM MgSO4 vermischt und auf 90mm LB-Platten verteilt. Nach 
einer Zeit von 4-6h wurden die Phagenplaques sichtbar und ermöglichten eine Berechnung 
des Phagentiters nach der folgenden Gleichung:   
 Anzahl der Plaques x Verdünnungsfaktor x 103µl/ml  
  µl der plattierten Phagenverdünnung 
Durch diese Berechnung konnten auf sechs 24x24cm LB-Platten 350.000- 400.000pfu/Platte 
sehr genau ausplattiert werden.  
Nach einer Inkubation von ca. 4-6h bei 37°C für λgt11 und bei 41°C für λtriplEx2 war eine 
eindeutige Plaquebildung sichtbar. Durch Lagerung bei 4°C über Nacht wurde eine feste Ver- 
 
= pfu/ml 
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bindung der Top-Agaroseschicht mit dem Agar gewährleistet.  
Die Phagenplaques wurden am folgenden Tag zweimal pro Platte auf Nylonmembranen 
übertragen. Dabei wurden die Membranen 5min. auf den Bibliotheksplatten belassen. Für eine 
spätere Orientierung der Filter bzw. der Autoradiogramme wurden diese mit einer Kanüle bis 
in den Agar assymmetrisch mehrmals durchstochen. Die daraufhin abgezogenen Filter 
wurden wie folgt behandelt: 5min. Denaturierungspuffer- 5min. Neutralisierungspuffer- 5min. 
3xSSC. Die Phagenhülle wird durch diese Behandlung zerstört und weggewaschen. Die 
cDNA wird denaturiert und bleibt am Filter haften. 
Die auf die Nylonmembranen übertragene DNA wurde durch UV-Bestrahlung in einem UV-
Crosslinker und durch darauffolgendes Backen bei 80°C für 2h kovalent gebunden. 
Nach der Hybridisierung der Filter und der Exponierung der Röntgenfilme bei -80°C, konnten 
die positiven Signale mittels der von den Nylonmembranen übertragenen Markierungen den 
jeweiligen Platten korrekt zugeordnet werden. 
Die auf dem Röntgenfilm als schwarze Punkte sichtbaren Klone konnten dadurch mit dem 
breiten Ende einer Pasteurpipette aus den LB-Agarplatten ausgestochen werden. Es erfolgte 
die Elution der Phagen aus diesem Agarstück durch Inkubation in 1ml (λgt11) oder 350µl 
1xLambdapuffer (λtriplEx2) bei 37°C/225rpm für 3h oder bei RT/225rpm ÜN. Die eluierten 
Phagenuspensionen wurden 1:100 verdünnt und davon 1-10µl für das 1. Rescreening nach der 
gleichen Vorgehensweise wie bei der Titerbestimmung ausplattiert. Die Übertragung der 
Plaques wurde dafür nur einmal auf runde 82mm Nylonfilter (Hybond RPN 82S) 
vorgenommen. Nach der Hybridisierung und Exposition wurden die positiven Signale auf die 
Agarplatten übertragen und die Phagen mit dem breiten Ende einer Pasteurpipette 
ausgestochen. Dieses Verfahren wurde insgesamt dreimal wiederholt bis ein einziger positiver 
Phagenklon gepickt werden konnte. Die DNA dieses Klones wurde isoliert und sein cDNA-
Insert mittels Restriktionsverdau oder PCR in einen Plasmidvektor kloniert und durch 




Der verwendeten humanen Testisbibliothek von GIBCO/Life Technologies diente das 
Plasmid pCMV-SPORT als Vektor, das sich in dem E. coli-Stamm DH12STM vermehrt. Die 
Bibliothek hatte eine Anzahl von 1x107 unabhängigen Klonen. 
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Die Titerbestimmung wurde auf 90mm LB/Ampicillin-Platten durchgeführt. Dazu wurden 2µl 
des Bibliothekenstocks 1:250000 verdünnt und davon 0, 1, 10 und 20µl mit 200µl LB-
Medium auf LB/Amp-Selektionsplatten ausgestrichen. Nach einer Inkubation bei 37°C für ca. 
8-10h wurden die Kolonien sichtbar und konnten gezählt werden. Die Berechnung des Titers 
erfolgte wie bei den Bakteriophagenbibliotheken. 
Mit einer Koloniendichte von 200.000-300.000cfu/Platte wurde auf sieben 24x24cm 
LB/Ampicillin-Platten, die mit einer Nylonmembran bedeckt waren, ausplattiert. Für eine 
gleichmäßige Verteilung der Bakterien auf der Platte wurden 15ml flüssiges LB/Ampicillin 
hinzugefügt, so daß sich die Suspension sofort auf der ganzen Platte verteilt hat. Die Platten 
wurden bei 37°C ca. 8-10h oder bei 30°C ÜN inkubiert, bis die Kolonien gerade sichtbar 
wurden. Die Kolonien wurden daraufhin auf zwei Nylonmembran pro Platte repliziert, die 
wiederum auf LB/Ampicillin-Platten gelegt wurden. Die Membranen wurden nach der 
Markierung mit einer Kanüle von den Platten abgezogen und wie bei den 
Bakteriophagenmembranen beschrieben, entsprechend behandelt. Die „Tochterplatten“ 
wurden ca. 1h bei 37°C inkubiert, bis die Kolonien deutlich sichtbar wurden.   
Die Hybridisierung, Exponierung und Rescreenings erfolgten entsprechend der 
Vorgehensweise bei Bakteriophagen. Für die Rescreenings wurden die Bakterien mittels einer 
Impföse von den Platten geschabt und in 1ml LB-Medium aufgenommen. Diese wurden nach 
der 1:100 Verdünnung in LB-Medium mit 1, 5 und 10µl auf 90mm LB/Amp-Platten mit 
Nylonfiltern ausplattiert und erneut hybridisiert. Nach drei Runden von Rescreenings konnte 




2.2.12.3 Konvertierung von λ  triplEx2 in ptriplEx2 
 
Der Bakteriophage λtriplEx2 flankiert über zwei loxP-Erkennungssequenzen für die Cre-
Rekombinase das Plasmid ptriplEx2. Dieses Plasmid kann durch den E. coli-Stamm BM25.8 
bei einer Temperatur von 31°C durch die Cre-Rekombinase freigesetzt werden. Die 
Aufreinigung von Phagen-DNA entfällt dadurch. 
Der Stamm BM25.8 wurde in LB/10mM MgSO4 bei 31°C und 150rpm ÜN geschüttelt. Nach 
der Zugabe von 10mM MgSO4 Endkonzentration wurden 150µl einer λtriplEx2-
Phagensuspension zu 200µl kompetenter BM25.8 gegeben. Es folgte eine Inkubation für 
30min. bei 31°C und nach Zugabe von 400µl LB eine Inkubation für 1h bei 31°C/225rpm. 
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Von der infizierten Zellsuspension wurden 1-10µl zu 200µl LB-Medium gegeben, auf 
LB/Amp-Platten ausgestrichen und ÜN bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 




2.2.13 Radioaktive Hybridisierung 
 
Die Hybridisierung von Southern/Northern Blots sowie von auf Nylonmembranen 
übertragenen cDNA-Bibliotheken wurde in Anlehnung nach einem Protokoll von Denhardt 
(1966) bzw. Gillespie und Spiegelman (1965) durchgeführt. Zur radioaktiven Markierung von 
DNA-Sonden wurde 32P in Form von α-32PdCTP (10mCi/ml; spezifische Aktivität 
3000Ci/mmol) verwendet. Die eingesetzten DNA-Sonden hatten eine Länge von 200-1500bp. 
Je nach Größe und Art der zu hybridisierenden Membran wurden 1-15ng Sonde/ml 
Hybridisierungslösung verwendet. Die Southern und Northern Blots wurden mit sonifizierter 
Salm- oder Buffy-Coat-DNA, cDNA-Membranen mit sonifizierter E. coli-DNA (jeweils 0.5-
1.5µg), 3-6h bei 63°C prähybridisiert. 
Radioaktives Markieren und Reinigen von DNA 
 x µl DNA 
 x µl H2O ad 30-39µl 
 10 min. 95°C 
 + 10 µl Reagent Mix (T7QuickPrime Kit) → Eis 
 + 1-2 µl T7-Polymerase (8-10U/µl) 
 + 1-10 µl α-32PdCTP 
 gesamt 50 µl Reaktion 
 15 min. 37°C 
Die radioaktiv markierte Sonde wurde über eine Sephadex G50-Säule von nicht eingebauter 
Radioaktivität gereinigt.  
Direkt vor der Zugabe in die Hybridisierungslösung erfolgte die Denaturierung der markierten 




Die radioaktiv markierte Sonde wurde zur Prähybridisierungslösung gegeben, nachdem die 
Membranen entfernt wurden. Durch langsames Schwenken der Hybridisierungslösung wurde 
eine gleichmäßige Verteilung der Sonde gewährleistet. Anschließend wurden die Membranen 
unter Ausschluß von Luftblasen zu der radioaktiven Lösung gegeben. Die Hybridisierung 
wurde 16-20h bei 63°C durchgeführt. 
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Waschen 
Die Membranen wurden dreimal für 20-30min. mit 3x Waschlösung und je nach 
verbleibender Radioaktivität auf den Membranen, dreimal mit 1x, 0.3x, 0.1x Waschlösung bei 
63°C gewaschen. 
Nach Einschweißen der Membranen in Schlauchfolie erfolgte eine Exposition mit 10fach 





Die DNA Sequenzanalyse wurde auf der Basis der Didesoxymethode nach Sanger (1977) 
durchgeführt. Diese Methode basiert auf der Tatsache, daß ein Didesoxynukleotid, dem die 
freie OH-Gruppe am 3`-Ende fehlt, in einer DNA-Kettenverlängerungsreaktion zum Abbruch 
führt. Die durch die Enzyme T7-Polymerase und Sequenase vermittelte 
Kettenverlängerungsreaktion wird in die Schritte Primer-Annealing/DNA-Extension/ 
Kettenabbruch und Stop-Reaktion unterteilt. Der an das DNA-Template gebundene Primer 
wird durch das Enzym und Desoxynukleotide verlängert. Durch das richtige Verhältnis von 
Didesoxynukleotiden zu Desoxynukleotiden wird gewährleístet, daß DNA-Fragmente in 
einem Bereich von ca. 30-1500bp entstehen, die sich in der Länge um nur eine Base 
unterscheiden. Die Farbstoffe Cy5 (AutoRead-Kit und Dye-Terminator für ALF-Express) 
oder IRD700/800 (Thermo-Sequenase-Kit für LICOR) werden in die entstandenen DNA-
Fragmente integriert. Treffen diese DNA-Fragmente durch die elektrophoretische 
Auftrennung mittels eines Acrylamidgels auf den Laser des Sequenziergerätes, wird der 
entsprechende Farbstoff zur Fluoreszenzemittierung angeregt, die an den Computer 
weitergeleitet wird. Die zeitliche Abfolge der auf den Laser treffenden Fragmente ermöglicht 
die Bestimmung der korrekten Basenabfolge in einem DNA-Molekül. Die Sequenzierung von 
Plasmid-, PAC- und λ-DNA wurde mit den angegebenen Kits und den damit verbundenen 
Protokollen durchgeführt. 
 
2.2.14.1 Sequenzreaktion für LICOR 
 
Die Sequenzierung auf dem LICOR-4200E-2 erfolgte ausschließlich durch eine Cycle-
Sequencing-Reaktion mit Thermo-Sequenase. Dafür wurden Oligonukleotide verwendet, die 
mit den fluoreszierenden Farbstoffen IRD700 oder IRD800 markiert waren. Die Besonderheit 
des LICOR besteht in der Detektierung zweier verschiedener Wellenlängen in der gleichen  
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Spur, so daß in einem Reaktionsgefäß zwei verschiedene Sequenzreaktionen mit den 
Farbstoffen IRD700 und IRD800 eingesetzt werden konnten und somit der Durchsatz 
verdoppelt wurde.  
DNA/Primer-Mix: x µl DNA (100ng/1kb) 
 1 µl Primer A 
 1 µl Primer B 
 3 µl DMSO 
 x µl H2O ad 21µl 
Von dem DNA/Primer-Mix wurden jeweils 4.5µl zu 1.5µl der A-/C-/G- und T-
Terminationsmixe gegeben. 
 Sequenzierprogramm:  
Zeit Temperatur Zyklenzahl 
2min. 95°C 1 x 
15sek. 95°C 
30sek.   x°C  (Tm des Primers) 
90sek. 65°C 
25-35 x 
∞   4°C  
 
Nach der Reaktion wurden 6µl Stoppuffer zugegeben, die DNA 3min. bei 70°C denaturiert 
und anschließend 1-2µl auf das Sequenziergel aufgetragen. 
 
 
2.2.14.2 Sequenzreaktion für ALF-Express 
 
Die Sequenzierung auf dem ALF-Express wurde vorwiegend mit unmarkierten Primern 
durchgeführt, die erst in der Sequenzreaktion mit dem Farbstoff Cy5 markiert wurden. 
 
Ansatz: 
DNA-Denaturierung: 8 µl DNA (4-6µg) 
 2 µl Primer (10pm/µl) 
 1 µl NaOH (1M) 
 5 min. 65°C→ 5min 37°C 
Primer-Annealing: 1 µl HCl (1M) 
 2 µl Annealing-Puffer 
 1 µl Labelling-Mix (10mM Cy5-dATP, je 1mM dCTP, dGTP, dTTP) 
Kettenverlängerung: 2 µl T7-Polymerase (8U/µl; 1:1 mit H2O verdünnt) 
  5 min. 37°C 
 1 µl Extensions-Puffer 
 3 µl DMSO 
 
Jeweils 4.5µl der Reaktion wurden zu 2.5µl der A-/C-/G- und T-Terminationsmixe gegeben. 
Nach einer Inkubation von 5min. bei 37°C wurde die Reaktion mit 5µl Stoplösung beendet. 
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Die Denaturierung der DNA erfolgte bei 80°C für 3min.. Daraufhin wurden 5-6µl auf das Gel 
aufgetragen. 
 
Sequenzierung von PAC-DNA 
Aufgrund der Größe von PAC-DNA (-250kb) wurde diese ausschließlich mit dem Dye-
Terminations-Kit über ein Cycle-Sequencing Protokoll sequenziert.  
4 x Nukleotid-Mixe: 4 µl dNTP (A/C/G und T) 
 2 µl Cy5-ddNTP 
 14 µl H2O 
 2 µl EDTA (0.55mM) 
Die so angesetzten Nukleotidmixe waren für zehn Sequenzreaktionen ausgelegt. Jeweils 2µl 
dieser Mixe wurden auf die PCR-Gefäße verteilt. 
DNA/Primer-Mix:1-20.5µl PAC-DNA (5-7µg) 
 2 µl Primer  
 3.5 µl Reaktion-Puffer 
 0-19.5 µl H2O 
 1 µl Thermo-Sequenase 
 
Jeweils 6µl dieses Ansatzes wurde zu den A-/C-/G- und T-Terminationmixen gegeben. 
 
 Sequenzierprogramm: 
Zeit Temperatur Zyklenzahl 
2min. 95°C 1 x 
30sek. 95°C 
30sek. 3°C unter Tm des 
Primers 90sek. 72°C 
35-40 x 
∞   4°C  
 
Nach der Sequenzierung wurde jede Reaktion mit 7.5M Ammonium-Acetat und 2µl 
Glycogen gefällt und danach mit 70% EtOH gewaschen. Nach Resuspension in 8µl Stop-
Lösung wurden 4µl auf ein 0.3mm ALF-Gel aufgetragen. 
 
Gel für ALF (0.5mm): 
 29 g Harnstoff  
 8.8 ml Hydrolink Long-Ranger Gellösung (FMC) oder Page Plus 
   Concentrate (Amresco) jeweils 40%    
   (Acrylamid:Bisacrylamid, 19:1) 
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Unter Zugabe von einem Teelöffel Amberlite IRN-150L (Amersham Pharmacia) wurde der 
Ansatz 30min. langsam gerührt. Der deionisierte Gelansatz wurde mit 12ml 10xTBE und 8ml 
H2O mittels Vakuum durch einen 45µm Nylonfilter filtriert und entgast. Nach Zugabe von 
300µl 10% APS und 30µl TEMED wurde die Lösung über eine 50-60ml Spritze zwischen die 
zwei Glasplatten gegeben und für mindestens 90min. bei Raumtemperatur polymerisiert. Für 
0.3mm Gele wurden 60ml Gellösung angesetzt. Desweiteren wurde ReproGelTMLongRead 
von Amersham/Pharmacia verwendet, das nach Mischen der beiden Komponenten, über 
Bestrahlung mit UV-Licht innerhalb von 10-12min. polymerisiert. Die Laufbedingungen für 
ein 25cm langes und 0.3 oder 0.5mm dickes ALF-Gel waren: 
 1500 V 
 60 mA 
 25 W 
 55 °C 
 700-900 min. 
 
Gel für LICOR (0.2mm): 
 25.2 g Harnstoff  
 4.5 ml Hydrolink Long-Ranger Gellösung    
   (40%; Acrylamid:Bisacrylamid, 19:1)  
 6 ml 10xTBE  
 ad 60 ml H2O 
 
Der Ansatz wurde für 15-20min. gerührt und daraufhin ca. 5-10min. entgast. Nach Zugabe 
von 400µl 10% (w/v) APS und 40µl TEMED wurde der Ansatz mit Hilfe einer 60ml Spritze 
zwischen die beiden Platten injiziert und mindestens 60min. bei Raumtemperatur 
polymerisiert. Die Laufbedingungen für ein 66cm langes und 0.2mm dickes LICOR-Gel 
waren bei 30 Frames: 
 3000 V 
 30 mA 
 75 W 
 45 °C     
 
 
2.2.15 Induktion eines GST-Fusionsproteins 
 
Die Induktion eines GST-RanBP17-Fusionsproteins mit dem Plasmid pGEX-2T wurde in 
dem Bakterienstamm BL21 durchgeführt, in welchem der Proteinabbau durch die nicht 
exprimierten lon-/pron-Proteasen deutlich reduziert ist. Die pGEX-Plasmide beinhalten vor 
der Poly-linkerregion die Sequenz für die Glutathion-S-Transferase (Smith and Johnson,  
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1988). Diese wird zusammen mit einer im richtigen Leserahmen klonierten cDNA, nach 
Induktion mit IPTG, in E. coli als GST-Fusionsprotein exprimiert und kann durch Bindung an 
Glutathion-Sepharose aufgereinigt werden.  
Hierzu wurden BL21-Zellen mit einem GST-cDNA-Hybridplasmid transformiert. 1/10 einer 
ÜNK wurde in 2xYT/2% Glukose/Ampicillin verdünnt und ca. 2h bei 37°C inkubiert. Die 
Induktion der Proteinsynthese wurde danach mit 0.5-1mM IPTG und Inkubation von 3-5h bei 
37°C erreicht. Die Bakterien wurden 2min. abzentrifugiert und in 50-100µl 1x SDS-






Die diskontinuierliche Proteingelelektrophorese wurde nach einem Protokoll von Laemmli 
(1970) durchgeführt. In der diskontinuierlichen Gelelektrophorese werden Proteine in einem 
Sammelgel, das 5% Acrylamid enthielt, zu einer Bande konzentriert. In dem Trenngel, das 
10% Acrylamid enthielt, werden die Proteine aufgrund ihrer molekularen Größe aufgetrennt. 
Zwei verschiedene Gelgrößen wurden verwendet: Hoefer 18x16cm und Biorad 10x8cm. Die 
größeren Hoefer-Gele wurden für den Western-Blot weiter verwendet. 
Zusammensetzung für ein 1.5mm dickes Hoefer-Gel: 
Trenngel:
  7.5 ml 40% (v/v) Acrylamid (29:1)  
 7.5 ml 1.5M  Tris pH 8.8  
 150 µl 20% (w/v) SDS  
 30 µl 10% (w/v) APS  
 18 µl  TEMED  
 14.38 ml H2O 
nach der Polymerisation für 20-30min. wurde das Sammelgel auf das Trenngel gegossen 
Sammelgel:
  1.95 ml 40% (v/v) Acrylamid:Bisacrylamid (29:1)  
 2 ml 1M Tris pH 6.8  
 80 µl 20% (w/v) SDS  
 160 µl 10% (w/v) APS  
 16 µl  TEMED  
 11.65 ml H2O 
Für die kleineren 1.0mm Biorad-Gele wurde 1/10 der oben genannten Volumina verwendet. 
Die Elektrophorese wurde bei 56V ÜN oder bei 180V ca. 2h durchgeführt. Die Proteine 
wurden durch 20minütige Inkubation in Coomassieblau-Färbelösung und ca. 30min. in 
Entfärberlösung (dreimal gewechselt) sichtbar gemacht. 
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2.2.17 Western Blotting 
 
Die Übertragung von Proteinen aus einem Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulosemembran 
(Protran von Schleicher und Schuell Nr.BA79), auch als Immunoblotting bekannt, wurde 
nach einem Protokoll von Towbin et al. (1979) und Burnette (1981) durchgeführt. Dafür 
wurde ein Naßblotsystem von Hoefer eingesetzt, bei dem in 2h bei 100V und 900-1000mA, 
die Proteine auf die Membran transferiert wurden. 
Die Proteine auf der Nitrocellulose wurden anschließend 30sek. in Ponceaurot-Färbelösung 
gefärbt. Durch weitere 30sek. in H2O wurde die nichtspezifische Färbung der Membran 
wieder weggewaschen. Die Blockierung der Nitrocellulosemebran erfolgte ÜN bei 4°C in 5% 
(w/v) BSA oder 7% (w/v) Milchpulver jeweils in TBS/T oder in NET/G-Puffer. Die 
Inkubation mit dem Primärantikörper wurde 2h bei 4°C in dem entsprechenden Blocking-
Reagenz mit einer Konzentration von 0.5-10µg/ml durchgeführt. Nach 3x 10min. waschen 
mit TBS/T wurde die Membran mit dem entsprechenden Sekundärantikörper (200ng/ml) ½-
1h bei RT inkubiert. Es folgte wieder 3x 10min. waschen. Die Detektion von Proteinen 
erfolgte über die an den Sekundärantikörper gekoppelte Horse-Reddish-Peroxidase und dem 





















3.1 Expressions-Analysen  
 
3.1.1 Klonierung eines 2kb großen cDNA-Fragmentes aus einer 
humanen foetalen Leber cDNA-Bibliothek 
 
Der erste Schritt dieser Doktorarbeit bestand in der Expressions-Analyse des auf Chromosom 
5q34 identifizierten Gens. Dazu sollte die aus Exonen und ESTs zusammengestellte cDNA 
von 1181bp durch eine tatsächlich exprimierte Sequenz bestätigt werden. 
Durch Screenen einer humanen foetalen Leber cDNA-Bibliothek, mit einem aus dem 
vorangegangenen Exon-Trapping-Experiment isolierten Exon (s. 1.5), konnte ein ca. 2kb 
großer Klon isoliert werden.  
 Abbildung 7: Sequenzierung eines 2kb-Klones aus einer humanen foetalen Leber cDNA-
 Bibliothek. A: Durch Exon-Trapping und EST-Datenbanksuche ermittelte cDNA. 
 B: 2kb Klon und PCR-Primer (Hex1o/Hex4r) zur Sondenherstellung. 
 
Die Sequenzanalyse ergab eine Länge von 2040bp, in der die über Exon-Trapping bestimmten 
fünf Exone enthalten waren. Durch die spätere Klonierung eines vollständigen Transkriptes 
im Rahmen dieser Arbeit, konnte die Abfolge und Anzahl der Exone ermittelt werden. Diese 
Abfolge wird den  folgenden Abbildungen bereits zugrunde gelegt. 
Die bekannte cDNA-Sequenz von 1181bp konnte durch den 2kb cDNA-Klon um 38bp in 5`-, 
und um 821bp in 3`-Richtung erweitert werden. Am äußersten 3`-Ende wurde, neben dem 
Polyadenylierungssignal am Ende des 1181bp-Fragmentes, ein weiteres Polyadenylierungs-



























alternativ gespleißter 3`-Enden hin. Der ORF konnte insgesamt nur geringfügig von 293AA 
auf 306AA erweitert werden. 
Durch die Primer Hex1o und Hex4r wurde die 513bp große Sonde 513 mittels PCR 
hergestellt und in den T-Vektor pMOS-Blue kloniert. Die durch einen EcoRI/SalI-
Restriktionsverdau (Polylinkerschnittstellen) aufgereinigte cDNA-Sonde wurde für weitere 
cDNA-Screenings und zur Northern Blot Analyse eingesetzt. 
 
 
3.1.2 Northern Blot Analysen 
 
3.1.2.1 Northern Blot Analyse verschiedener humaner Gewebe mit der 
Sonde 513 
 
Weitere cDNA-Screeningexperimente unter Nutzung von cDNA-Bibliotheken aus humaner 
foetaler Leber, humanen Fibroblasten und der Zellinie HeLa, identifizierten keine weiteren 
Klone. Die Northern Blot Analyse von verschiedenen humanen Geweben sollte das oder die 
Gewebe ermitteln, in denen das unbekannte Gen am stärksten exprimiert wird. Das 
anschließende cDNA-Screening der betreffenden Gewebe sollte dann die effiziente 
Klonierung der vollständigen cDNA ermöglichen.  
Zur Hybridisierung von drei verschieden humanen polyA+-Northern Blots verschiedener 
Gewebe, wurde die mittels PCR generierte Sonde 513 verwendet. Diese Sonde beinhaltet die 
Exone 23/24b/25 und liegt somit im Bereich des ORF. Zur Überprüfung der RNA-Mengen, 
die von den einzelnen Geweben aufgetragen wurden, erfolgte anschließend eine 
Kontrollhybridisierung mit einer Sonde für das Haushaltsgen β-Actin. 
Das stärkste Signal ist in Testisgewebe zu sehen. Man erkennt zwei Transkripte von ca. 2.0kb 
und ca. 4.2kb. Das 4.2kb Transkript ist ebenfalls in der Bauchspeicheldrüse und in deutlich 
geringerem Maße in Schilddrüse, Gebärmutter und Lunge nachweisbar (Abb.8A/B). Auch in 
der Luftröhre und der Nebenniere sind sehr schwache Signale dieses Transkriptes zu 
erkennen. Bei der Bauchspeicheldrüse finden sich zwei weitere Transkripte von 7.5kb und 
10.0kb.  
Aufgrund der hohen Expression in Testis und Pankreas, sollten cDNA-Screeningexperimente 
von diesen Geweben die vollständige Klonierung dieses Gens ermöglichen. Parallel hierzu 
wurden 25 Leukämie- bzw. Neoplasiezellinien durch PCR mit den Primern Hex1o/Hex2r 
(Exon 23-24a: 367bp) auf die Expression dieses Gens hin untersucht. Bei den Zellinien HeLa, 
HT-29, K-562, MCF-7, THP-1 und Nalm-6 konnte das 367bp große Fragment amplifiziert  
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werden. Durch eine anschließende Northern Blot Analyse sollte festgestellt werden, ob das 
Expressionsmuster in den positiven Tumor-Zellinien der Expression in humanem Testis- und 
Pankreasgewebe entspricht. 
 
Abbildung 8A/B: Humane Northern Blots H1 und H2 mit der Sonde 513 hybridisiert.  
H1:  H2:  
1. Herz 5. Leber 1. Milz  5. Eierstock 
2. Hirn 6. Skelettmuskel 2. Thymus 6. Dünndarm 
3. Gebärmutter 7. Niere 3. Prostata 7. Dickdarm (Mukosa) 


































Abbildung 8C: Humaner Northern 
Blot H3 von Clontech mit der Sonde 
513 hybridisiert. 





















3.1.2.2 Northern Blot Analyse von humanem Testis und der 
Leukämiezellinie Nalm-6 
 
Das cDNA-Screening einer humanen Testis Bibliothek ermöglichte die Erweiterung der 
cDNA in 5`-Richtung bis zum Exon 14a sowie die Generierung der neuen Sonde 230 (Abb.9). 
Diese Sonde diente der vergleichenden Northern Blot Analyse zwischen Testisgewebe und 









Abbildung 9: Sonde 230 mit den Exonen 15-17 
Im humanen Testisgewebe und der prä-B-ALL Zellinie Nalm-6 ist eine Expression von vier 
Transkripten zu erkennen (Abb.10). Die Expressionsstärke bei Testis ist dabei ca. 2-3mal 
höher als bei Nalm-6. Die Größen der Transkripte entsprechen den beiden Transkripten in 
Testis und den drei Transkripten in Pankreas (4.2kb, 7.5kb, 10.0kb), die von der Sonde 513 
erkannt werden. Die in der Sonde 513 enthaltenen Exone werden wie aus den fehlenden 
Hybridisierungssignalen in Abbildung 8A/B abzuleiten ist, in den beiden Transkripten von 


















Abbildung 10: Testis und Nalm-6 
Northern Blot mit Sonde 230 
hybridisiert. 
1. Nalm-6  
2. Testis 





















Northern Blot Analyse eines ALL-
Patienten mit t(5;14) mittels der 
Sonde 230 und GAPDH 
1. KMS12 (ca. 1.2µg polyA+-RNA) 
2. Nalm-6 (ca. 1.2µg polyA+-RNA) 
3. Testis   (ca. 10µg Total-RNA)
 
4. ALL-Patient (ca. 1.2µg polyA+-RNA) 
3.1.2.3 Northern Blot Analyse eines ALL-Patienten mit einer t(5;14) 
 
Die bei vier ALL-Patienten identifizierte t(5;14)(q34;q11) legte die Vermutung nahe, daß das 
in der Bruchpunktnähe lokalisierte Gen durch Fehlregulation onkogene Potenz entfaltete. 
Durch die Northern Blot Analyse eines Patienten mit einer t(5;14) sollte überprüft werden, ob 
eine Aktivierung des auf Chromosom 5q34 gelegenen Gens für die Entstehung der Leukämie 
ursächlich ist. Eine abweichende, fehlende oder zusätzliche Bande sowie eine erhöhte oder 
erniedrigte Expression wäre ein wichtiger Hinweis in diese Richtung. 
Die polyA+-RNA wurde aus dem Knochenmark eines t(5;14)-positiven Patienten isoliert 
(Patient 3), welches uns von Dr. Stephen W. Morris (St. Jude Childrens Research Hospital, 
Memphis, TN, USA) zur Verfügung gestellt wurde. Als Kontrolle wurde die polyA+-RNA 
von humanem Testisgewebe und den Leukämiezellinien Nalm-6 sowie KMS12 eingesetzt. 
Die Menge der aufgetragenen RNA wurde anschließend durch eine Kontrollhybridisierung 

















Die Hybridisierung von Nalm-6 und Testisgewebe zeigte das bekannte Expressionsmuster mit 
vier Transkripten. KMS12 exprimiert dagegen die vier Transkripte in einem anderen 
Verhältnis. Dabei wird das 2.0kb Transkript am stärksten exprimiert. Nach dieser Exposition 
von einem Tag war beim Patienten nur sehr schwach die 7.5 und 2.0kb-Banden zu erkennen.  
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Durch eine Exposition von vierzehn Tagen (Abb.11, Spur 4) konnte man die drei stärksten 
Signale (2.0/4.2/7.5kb) auf der gleichen Höhe wie bei den Kontrollen erkennen. Die oberste 
10kb-Bande ist aufgrund ihres geringen Expressionsniveaus nur sehr schwach zu sehen. Das 
Expressionsmuster scheint dem von Nalm-6 und humanem Testisgewebe zu entsprechen. Die 
geringere Signalstärke beim Patienten ist mit der deutlich geringeren RNA-Menge sowie 
deren schlechter Qualität zu erklären, wie die GAPDH-Hybridisierung zeigt. Eine eindeutige 
Aussage über eine Fehlregulation des Gens auf Chromosom 5q34 läßt sich anhand dieses 






3.2.1 Screening humaner Testis cDNA-Bibliotheken  
 
Nachdem durch die Northern Blot Analyse festgestellt worden war, daß das Gen auf 
Chromosom 5q34 in Testisgewebe exprimiert wird, wurde eine humane Testisbibliothek 
gescreent. Dazu wurde, wie für die Northern Blot Analyse, die Sonde 513 (Exone 23-25) 
eingesetzt. Die cDNA-Inserts der positiven Phagen-Klone wurden entweder mittels PCR 










Abbildung 12A: PCR positiver Phagen-Klone 
 
Die Abb.12A zeigt ein Agarosegel der mittels PCR amplifizierten Inserts, deren Größen von 
ca. 100bp bis ca. 2800bp reichen. Durch einen EcoRI-Verdau konnte ein Insert mit der Größe 
von ca. 3300bp isoliert werden (Abb.12B, Spalte 3). Nach Klonierung in die entsprechenden 
Plasmide erfolgte die Sequenzanalyse. Auf diese Weise konnten 34 Klone analysiert werden, 
die eine deutliche Erweiterung in 5`-Orientierung der cDNA erbrachte. 
 
Abbildung 12B: EcoRI-Restriktions-
verdau positiver Phagen-Klone 














 Abbildung 13: Screening einer humanen Testis cDNA-Bibliothek mit der Sonde 513; A: Bekannte  
 cDNA; B: Erweiterte cDNA durch das Screenigexperiment. 
 
Die bekannte cDNA mit einer Größe von 2040bp und einem ORF von 306AA (Abb.13A), 
konnte anhand der erhaltenen Klone auf 4290bp mit einem ORF von 1046AA erweitert 
werden (Abb.13B). Ein Startcodon wurde nicht identifiziert. 
 
 
3.2.2 5`-RACE-PCR zur Klonierung des Startcodons 
 
Da trotz wiederholtem Screening von cDNA-Bibliotheken ein Startcodon nicht gefunden 
werden konnte, wurde eine 5`-RACE-PCR von humaner Testis cDNA durchgeführt. Dafür 
wurde humane Testis Einzelstrang cDNA aus 1.5µg Total-RNA durch den genspezifischen 












Die Sequenzierung des 5`-RACE-Fragmentes zeigte, daß es das Startcodon mit einer 
typischen Kozak-Konsensussequenz beinhaltet (Kozak, 1987). Die von Kozak am häufigsten  
An die gewonnene einzelsträngige cDNA wurden am 3`-
Ende homopolymere Adaptersequenzen aus dCTP 
angehängt. Anschließend wurde eine PCR mit einem  
Adapterprimer und dem genspezifischen Primer 
Testis14rev durchgeführt. 
Auf diese Weise konnte ein ca. 250bp großes cDNA-
Fragment amplifiziert werden, das in den TOPO T-Vektor 

















gefundene Sequenz um ein Startcodon in Eukaryonten lautet GCCACC ATG G. Das 
Startcodon lag nur 11bp in 5`-Richtung von der bisher bekannten cDNA-Sequenz entfernt 
(Abb.15). 
Somit konnte eine komplette cDNA-Sequenz vom Startcodon bis zum polyA-Schwanz durch 
das RACE-Fragment erstellt werden. 
 
 Abbildung 15: Vervollständigung der cDNA-Sequenz durch ein 250bp RACE-Fragment mit  
 einem signifikanten Kozak-Startcodon.  
 
 
3.2.3 Screening einer humanen Testis cDNA-Bibliothek von 
Clontech  
 
Die von Clontech 1999 auf den Markt gebrachte humane Testis cDNA-Bibliothek Large-
Insert, hat laut Hersteller eine Insertgröße von ca. 3.5kb im Durchschnitt. Da diese Bibliothek 
laut Hersteller Transkripte mit einer Größe bis zu 7.5kb besitzen soll, schien sie das geeignete 
Mittel zur Auffindung von Klonen mit einem vollständigen ORF. 
Die Hybridisierung erfolgte mit der Sonde 427 (Exone 1-3), die 11bp in 3`-Orientierung vom 
Startcodon entfernt liegt. Die Wahrscheinlichkeit, damit ein vollständiges Transkript zu 
erhalten, sollte sehr hoch sein. Nach der Hybridisierung konnten 15 positive Klone isoliert 
werden, die in dem Bakterienstamm BM25.8 von Phagenvektoren in Plasmidvektoren 
überführt wurden. Vierzehn der Klone besaßen eine Größe von ca. 3.6kb, ein Klon hatte eine 
Größe von ca. 4.3kb. Die Sequenzierung wurde mittels Vektor- und genspezifischer Primer 
durchgeführt. 
Zwei von den identifizierten Klonen weisen durch eine Insertion des neu identifizierten Exon 
9 (120bp) einen ORF von 1088AA auf. Dieser repräsentiert das zur Zeit größte von diesem 
Gen kodierte Protein (Abb.16). 
 







 Abbildung 16: Screening einer humanen Testis cDNA-Bibliothek mit der Sonde 427 (Exone 1-3). 
 A: Bekannte Sequenz 
 B: Zwei Klone mit zusätzlicher 118bp-Sequenz und einem ORF von 1088AA 
 
Durch Computer-gestützte BLAST-Homologievergleiche von genomischen Datenbanken mit 
sämtlichen cDNA-Sequenzen konnte die Exonstruktur dieses Gens ermittelt werden (Abb.17). 
 
Abbildung 17: Exonstruktur von ranBP17 (ORF= Open Reading Frame, UTR= Untranslated Region). 
 
Die BLAST Homologiesuche ergab, daß das längste gefundene Transkript mit 4439bp und 
einem ORF von 1088AA aus 28 Exonen besteht. Zu beachten ist dabei, daß zwei 
Polyadenylierungsignale in Exon 28 für zwei unterschiedlich lange 3`-Enden verantwortlich 
sind. Bei einem sogenannten „read-through“ entsteht das längere Transkript von 4439bp, bei 
der Erkennung des ersten Polyadenylierungssignals entsteht ein Transkript von 3628bp. Beide 
haben den gleichen ORF von 1088AA. Die restlichen 13 Klone stellen Spleißvarianten dar, 




























Exon 24b stellt ein drittes 3`-Ende mit einem Polyadenylierungssignal und einem PolyA-
Schwanz. Der ORF wird durch die Exone 14b und 14c, in denen sich jeweils ein Stopcodon 
befindet, auf 536-579AA verkürzt. 
Tabelle 3 stellt die Kombinationen der Spleißvarianten zusammen: 
 
 




Exon 25 bp/AA 
Klon 1 + - - - 4272/1033 
Klon 2 - 14c - + 4437/536 
Klon 3 + 14c/e - + 4616/576 
Klon 4 + 14c - + 4557/576 
Klon 5 + 14b/c - + 4637/580 
Klon 6 + 14c - - 4390/576 
Klon 7 - 14c/d/e + + 3645/536 
Klon 8 + - - + 4463/1088 
Bekannte 
Sequenz - - - + 4301/1050 
 Tabelle 3: Spleißvarianten von 8 verschiedenen Klonen aus einer humanen Testis 
 cDNA-Bibliothek von Clontech (Large Insert) und der bekannten ranBP17-Sequenz. 
 
Die Analyse des von diesem Gen kodierten Proteins sowie eine BLAST-Genbanksuche ergab, 
daß es sich um ein parallel zu unseren Analysen entdecktes Gen handelte (Kutay et al., 2000), 




3.2.4 cDNA-Sequenzen des ranBP17-Gens 
 





cDNA   1 GCCGCCTCCTGGGAAGATGGCGCTGCACTTCCAGAGTTTGGCTGAATTGGAAGTGTTATG 60 
AA     1                 MetAlaLeuHisPheGlnSerLeuAlaGluLeuGluValLeuCys 15 
  
      61 TACTCATCTCTACATAGGGACTGATCTTACACAAAGAATAGAGGCTGAGAAAGCACTCTT 120 
      16  ThrHisLeuTyrIleGlyThrAspLeuThrGlnArgIleGluAlaGluLysAlaLeuLeu 35 
 
     121 GGAACTTATTGACAGTCCAGAATGTCTCAGCAAGTGTCAACTTTTATTAGAACAAGGAAC 180 
      36  GluLeuIleAspSerProGluCysLeuSerLysCysGlnLeuLeuLeuGluGlnGlyThr 55   
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 2 3 
     181 AACATCCTATGCTCAGCTCCTTGCAGCAACATGTCTTTCAAAACTTGTCAGCCGAGTCAG 240 
      56  ThrSerTyrAlaGlnLeuLeuAlaAlaThrCysLeuSerLysLeuValSerArgValSer 75 
 3 4 
     241 TCCTTTACCTGTTGAGCAGAGGATGGACATCAGAAACTACATTCTGAATTACGTGGCATC 300 
      76  ProLeuProValGluGlnArgMetAspIleArgAsnTyrIleLeuAsnTyrValAlaSer 95   
 
     301 ACAGCCCAAGCTGGCTCCCTTTGTCATCCAAGCTCTTATTCAAGTCATTGCTAAAATCAC 360 
      96  GlnProLysLeuAlaProPheValIleGlnAlaLeuIleGlnValIleAlaLysIleThr 115   
 
     361 TAAGTTGGGGTGGTTTGAGGTTCAGAAAGACCAATTTGTCTTCAGAGAAATTATTGCTGA 420 
     116  LysLeuGlyTrpPheGluValGlnLysAspGlnPheValPheArgGluIleIleAlaAsp 135 
 4 5 
     421 TGTGAAGAAGTTTCTCCAGGGTACTGTGGAACACTGCATAATAGGAGTAATAATCCTTTC 480 
     136  ValLysLysPheLeuGlnGlyThrValGluHisCysIleIleGlyValIleIleLeuSer 155   
 5 6 
     481 TGAATTGACTCAGGAAATGAACCTGGTTGATTATTCTAGACCTTCAGCAAAACACAGGAA 540 
     156  GluLeuThrGlnGluMetAsnLeuValAspTyrSerArgProSerAlaLysHisArgLys 175   
 
     541 AATAGCTACCTCATTTCGTGATACTTCTCTCAAAGACGTTTTAGTGCTAGCATGCTCTCT 600 
     176  IleAlaThrSerPheArgAspThrSerLeuLysAspValLeuValLeuAlaCysSerLeu 195   
 6 7 
     601 TTTAAAAGAGGTGTTTGCCAAACCTTTAAATCTTCAGGATCAATGTCAGCAAAATCTGGT 660 
     196  LeuLysGluValPheAlaLysProLeuAsnLeuGlnAspGlnCysGlnGlnAsnLeuVal 215   
 
     661 AATGCAGGTCTTGAAACTGGTCCTTAACTGCCTTAACTTTGACTTCATTGGCAGTTCAGC 720 
     216  MetGlnValLeuLysLeuValLeuAsnCysLeuAsnPheAspPheIleGlySerSerAla 235   
 7 8 
     721 AGATGAATCTGCAGATGATCTTTGCACGGTGCAGATTCCAACAACTTGGAGAACAATTTT 780 
     236  AspGluSerAlaAspAspLeuCysThrValGlnIleProThrThrTrpArgThrIlePhe 255   
 
     781 CCTGGAACCAGAAACATTGGATCTTTTCTTCAATTTGTATCATTCACTTCCACCACTACT 840 
     256  LeuGluProGluThrLeuAspLeuPhePheAsnLeuTyrHisSerLeuProProLeuLeu 275   
 8 9 
     841 ATCTCAGTTAGCACTTTCATGTTTAGTTCAGTTTGCTTCGACAAGAAGGTCCTTATTTAA 900 
     276  SerGlnLeuAlaLeuSerCysLeuValGlnPheAlaSerThrArgArgSerLeuPheAsn 295   
 
     901 CAGTCCTGAACGTGCCAAGTACCTTGGTAATTTAATTAAGGGAGTAAAAAGGATACTTGA 960 
     296  SerProGluArgAlaLysTyrLeuGlyAsnLeuIleLysGlyValLysArgIleLeuGlu 315 
 9 10 
     961 AAACCCTCAGGGTTTGTCTGATCCAGGTAATTATCATGAATTTTGTCGATTTTTGGCTCG 1020 
     316  AsnProGlnGlyLeuSerAspProGlyAsnTyrHisGluPheCysArgPheLeuAlaArg 335   
 
    1021 TTTAAAGACAAATTATCAGCTGGGAGAATTAGTTATGGTGAAGGAATATCCTGAAGTTAT 1080 
     336  LeuLysThrAsnTyrGlnLeuGlyGluLeuValMetValLysGluTyrProGluValIle 355   
 10 11 
    1081 TAGATTGATTGCTAATTTTACCATTACTAGCCTACAGCACTGGGAATTTGCTCCTAACAG 1140 
     356  ArgLeuIleAlaAsnPheThrIleThrSerLeuGlnHisTrpGluPheAlaProAsnSer 375   
 
 
    1141 TGTTCATTATTTATTAACTCTGTGGCAAAGGATGGTAGCATCTGTTCCTTTTGTGAAATC 1200 
     376  ValHisTyrLeuLeuThrLeuTrpGlnArgMetValAlaSerValProPheValLysSer 395   
 
    1201 AACTGAACCCCACCTATTAGACACTTATGCACCAGAAATCACGAAGGCCTTTATCACTTC 1260 
     396  ThrGluProHisLeuLeuAspThrTyrAlaProGluIleThrLysAlaPheIleThrSer 415   
 11 12 
    1261 TCGGTTGGACTCTGTTGCCATAGTTGTGAGAGATCACTTAGATGATCCACTGGATGATAC 1320 
     416  ArgLeuAspSerValAlaIleValValArgAspHisLeuAspAspProLeuAspAspThr 435   
 
    1321 TGCCACTGTGTTTCAGCAGTTGGAGCAGTTGTGCACGGTCAGCAGATGTGAATATGAAAA 1380 




    1381 GACATGTGCTCTTCTTGTGCAGTTATTCGACCAAAATGCACAGAATTACCAAAAACTTCT 1440 
     456  ThrCysAlaLeuLeuValGlnLeuPheAspGlnAsnAlaGlnAsnTyrGlnLysLeuLeu 475   
 12 13 
    1441 GCATCCATATTCTGGTGTAACTGTGGACATCACCATTCAGGAAGGACGTCTTGCATGGCT 1500 
     476  HisProTyrSerGlyValThrValAspIleThrIleGlnGluGlyArgLeuAlaTrpLeu 495   
 
    1501 GGTATACTTAGTTGGGACAGTTGTAGGAGGAAGATTAACATATACCAGTACAGATGAGCA 1560 
     496  ValTyrLeuValGlyThrValValGlyGlyArgLeuThrTyrThrSerThrAspGluHis 515   
 13 14a 
    1561 TGATGCTATGGATGGAGAATTATCCTGTCGAGTTTTTCAGCTTATATCTTTAATGGATAC 1620 
     516  AspAlaMetAspGlyGluLeuSerCysArgValPheGlnLeuIleSerLeuMetAspThr 535   
 
    1621 CGGATTGCCTCGATGTTGTAATGAGAAAATAGAGCTTGCAATTCTGTGGTTCTTGGATCA 1680 
     536  GlyLeuProArgCysCysAsnGluLysIleGluLeuAlaIleLeuTrpPheLeuAspGln 555   
 14a 15 
    1681 GTTTCGTAAAACATATGTTGGTGATCAACTTCAAAGAACCTCAAAGGTATATGCTCGTAT 1740 
     556  PheArgLysThrTyrValGlyAspGlnLeuGlnArgThrSerLysValTyrAlaArgMet 575   
 15 16 
    1741 GTCAGAAGTCTTAGGAATAACAGATGACAACCACGTTCTAGAGACGTTCATGACAAAAAT 1800 
     576  SerGluValLeuGlyIleThrAspAspAsnHisValLeuGluThrPheMetThrLysIle 595   
 
    1801 TGTTACAAACCTTAAATACTGGGGAAGATATGAGCCTGTAATTTCAAGGACTCTTCAGTT 1860 
     596  ValThrAsnLeuLysTyrTrpGlyArgTyrGluProValIleSerArgThrLeuGlnPhe 615   
 16 17 
    1861 CCTAAATGACCTTTCTGTTGGTTATATCCTTTTAAAAAAACTTGTGAAGATAGATGCTGT 1920 
     616  LeuAsnAspLeuSerValGlyTyrIleLeuLeuLysLysLeuValLysIleAspAlaVal 635   
 17 18 
    1921 GAAATTCATGCTAAAAAACCACACGAGTGAACACTTCCCTTTTCTTGGCATCAGTGACAA 1980 
     636  LysPheMetLeuLysAsnHisThrSerGluHisPheProPheLeuGlyIleSerAspAsn 655   
 
    1981 TCATAGTCTCAGCGACTTCAGGTGTCGAACAACCTTCTACACAGCGCTCACTCGCCTTCT 2040 
     656  HisSerLeuSerAspPheArgCysArgThrThrPheTyrThrAlaLeuThrArgLeuLeu 675   
 18 19 
    2041 GATGGTAGATCTGGGTGAAGATGAGGATGAATTTGAGAATTTCATGCTGCCTCTTACAGT 2100 
     676  MetValAspLeuGlyGluAspGluAspGluPheGluAsnPheMetLeuProLeuThrVal 695   
 19 20 
    2101 TGCTTTTGAAACAGTATTACAAATATTCAACAACAACTTTAAACAAGAAGATGTAAAGCG 2160 
     696  AlaPheGluThrValLeuGlnIlePheAsnAsnAsnPheLysGlnGluAspValLysArg 715   
 
    2161 TATGTTGATCGGGCTGGCAAGAGATCTTCGAGGGATTGCCTTTGCACTGAACACAAAGAC 2220 
     716  MetLeuIleGlyLeuAlaArgAspLeuArgGlyIleAlaPheAlaLeuAsnThrLysThr 735   
 20 21 
    2221 CAGCTACACCATGCTGTTTGACTGGATGTACCCAACGTACCTTCCCCTTCTTCAGAATGC 2280 
     736  SerTyrThrMetLeuPheAspTrpMetTyrProThrTyrLeuProLeuLeuGlnAsnAla 755   
 
    2281 TGTTGAACGGTGGTATGGAGAGCCAACATGTACAACTCCCATCTTGAAACTTATGGCAGA 2340 
     756  ValGluArgTrpTyrGlyGluProThrCysThrThrProIleLeuLysLeuMetAlaGlu 775   
 21 22  
    2341 ACTTATGCAAAACAGATCCCAGCGTTTGAATTTTGATGTATCATCTCCTAATGGAATTCT 2400 
     776  LeuMetGlnAsnArgSerGlnArgLeuAsnPheAspValSerSerProAsnGlyIleLeu 795   
 22 23 
    2401 TCTCTTCAGAGAAGCTAGTAAAATGGTTTGCACTTATGGTAATCAGATCCTGTCCCTTGG 2460 
     796  LeuPheArgGluAlaSerLysMetValCysThrTyrGlyAsnGlnIleLeuSerLeuGly 815   
 
    2461 GAGCCTCTCAAAAGATCAGATTTATCCAATGAAACTCAAGGGCATCTCCATCTGCTATTC 2520 
     816  SerLeuSerLysAspGlnIleTyrProMetLysLeuLysGlyIleSerIleCysTyrSer 835   
 
    2521 AGCTCTCAAGTCTGCCTTGTGTGGAAATTATGTCAGCTTTGGCGTCTTCAAGTTGTATGG 2580 




    2581 GGACAACCATTTTGACAATGTACTCCAGGCTTTTGTCAAAATGCTGCTGTCAGTGTCCCA 2640 
     856  AspAsnHisPheAspAsnValLeuGlnAlaPheValLysMetLeuLeuSerValSerHis 875   
 23 24a 
    2641 CAGTGACTTGCTACAATACCGGAAACTGAGCCAGTCTTATTATCCACTCCTGGAATGTCT 2700 
     876  SerAspLeuLeuGlnTyrArgLysLeuSerGlnSerTyrTyrProLeuLeuGluCysLeu 895   
 
    2701 CACTCAGGACCATATGAGCTTCATCATCAACTTAGAGCCTCCTGTACTCATGTATGTTCT 2760 
     896  ThrGlnAspHisMetSerPheIleIleAsnLeuGluProProValLeuMetTyrValLeu 915   
 24a 25 
    2761 CACATCTATCTCAGAGGGACTCACTACTCTTGATACAGTTGTCTCCTCCAGCTGCTGTAC 2820 
     916  ThrSerIleSerGluGlyLeuThrThrLeuAspThrValValSerSerSerCysCysThr 935   
 
    2821 CAGTTTAGACTACATCGTCACCTACCTCTTCAAGCACATAGCAAAAGAGGGCAAGAAGCC 2880 
     936  SerLeuAspTyrIleValThrTyrLeuPheLysHisIleAlaLysGluGlyLysLysPro 955   
 
    2881 ACTTCGATGCAGAGAGGCTACCCAGGCTGGTCAGAGACTATTACATTTTATGCAGCAAAA 2940 
     956  LeuArgCysArgGluAlaThrGlnAlaGlyGlnArgLeuLeuHisPheMetGlnGlnAsn 975   
 25 26 
    2941 CCCAGATGTCCTGCAGCAGATGATGTCTGTCCTCATGAACACCATTGTCTTTGAAGACTG 3000 
     976  ProAspValLeuGlnGlnMetMetSerValLeuMetAsnThrIleValPheGluAspCys 995   
 26 27 
    3001 TCGGAACCAGTGGTCAGTATCCAGGCCTCTCCTGGGGCTCATCCTGCTCAATGAGAAGTA 3060 
     996  ArgAsnGlnTrpSerValSerArgProLeuLeuGlyLeuIleLeuLeuAsnGluLysTyr 1015   
 
    3061 TTTCAGTGAACTGAGAGCAAGTTTGATAAACAGCCAGCCCCTCCCCAAGCAGGAGGTCCT 3120 
    1016  PheSerGluLeuArgAlaSerLeuIleAsnSerGlnProLeuProLysGlnGluValLeu 1035   
  
    3121 TGCCCAGTGCTTCAGAAACCTAATGGAAGGAGTGGAGCAGAACCTGTCCGTCAAGAACAG 3180 
    1036  AlaGlnCysPheArgAsnLeuMetGluGlyValGluGlnAsnLeuSerValLysAsnArg 1055   
 27 28 
    3181 AGACAGGTTCACCCAAAATCTGTCTGTATTCAGAAGAGATGTGGCAGAGGCGTTGCGCAG 3240 
    1056  AspArgPheThrGlnAsnLeuSerValPheArgArgAspValAlaGluAlaLeuArgSer 1075   
 STOP 
    3241 TGATGGCAACACTGAACCATGCAGTCTCGACATGATGAGCTGACCCGACTTTTCTGACCA 3300 
    1076  AspGlyAsnThrGluProCysSerLeuAspMetMetSer 1088   
 
    3301 TGTGCGGAGCAGCCTTTATCAAGAGACTCCTGAAGGTCTGGGTCTCAGGACAGTGATGTT 3360 
 
    3361 GGCTAGCCCAGGGGAATGTATTTTTCAAAACATACAAGCAACAGCAAAAGCCCTAACTTC 3420 
 
    3421 TTATACGTCTAGCCTAATTATAAGAATTTCTAACAGTACCAGTGTAAATTCAGTCTTTTC 3480 
 
    3481 TCTGAAAAGCAAAGGATGTGTTTTCAGTCTTTCTATCAAATATTATCTTTGTTCTCCTAA 3540 
 1. Polyadenylierungssignal 
    3541 TGCTCTGAAAGGATGTAGAAACAATATTTAACCAAAGAACGTAATAAACCAGGTTTGCAC 3600 
 
    3601 CTAAGTGTGTACTAGTTTATGGTTCTGCAGTCAAGGTTGTCAATTTGTTGGAGATGCAGC 3660 
 
    3661 CTTCACCATGGATCCTGGATTGAGACGAATGCCATTGGAACCTGTTAAATGAGTAGTTTG 3720 
 
    3721 TTATGTGTCTGGAAGAAGCAGCGTTAGGGACTTTGGGCTGTGAGCATTTAGAACGAGCCT 3780 
 
    3781 GGAAGCACTACAGAGCATCCCACAGGACCACACGCAGGCCTCCCTGCCTCAGCTGCATCT 3840 
 
    3841 GATAAAGTTGAGAGACAGTAACACAATTAAATGACTTAGAAACAATGTTTGCTTTTCACT 3900 
 
    3901 GGCATAAATCTGAAGTGGTTCAGTCTAGAAGAATTAAGCTGTGCAATTACTGCCTGCAGA 3960 
  
    3961 GATATTTCTTCAGGAGGAGTCATGTAGCCCCAGTCAGAAGTTCTGGGTGGTGCCAGCACC 4020 
 




    4081 TTTGAAGCAGCTCTGCCTTCTTAGGGCTACCCAAAACAGTTCTAGGTGCTAAAATTCAGA 4140 
  
    4141 TTTTCAGAGGATGAGAAATAGCTGGTTTCCAACTCTCCACAAAAACTCTTATTACTGTTG 4200 
 
    4201 GGACTTGGGATTCTGACTTACCCCAAACCCAGAACATGAAGAAGACCTTTACAGTTTGTG 4260 
 
    4261 CTCTACTGTTACTAGGCTATTAATTTGAGATCGTCCACTGTCAAGTGTTTTACTATCTCA 4320 
 
    4321 CTGCTGTTTTTATGATTCAGGCTTATAACAAATATTGTATCCTTTATTTCTGATAAGACA 4380 
                                                          2. Polyadenylierungssignal 
    4381 TGAAAGGTTGGCCTTACTGTTGAACAATAAGTAAATCCACAGGCTCCTGTTGTAATCTCA 4440 
  
    4441 AAAAAAAAAAAAAACCGGAATTC 4463 
 
 Abbildung 18: cDNA- und AA-Sequenz des ranBP17-Gens mit dem längsten ORF von 1088AA; 
 Pfeilmarkierungen = Exongrenzen.  
 
Die unter Abbildung 18 dargestellte cDNA-Sequenz hat einen ORF von 1088AA. Sie 
repräsentiert das bisher größte von RanBP17 beschriebene Protein.  Die Spleißvarianten der 
Exone 14b-e und 24b verkürzen das Protein erheblich (Abb.19).  
 
1. 
 14a 14b 
cDNA1702 TGATCAACTTCAAAGAACCTCAAAGGAAGTTGCTGGAGACTGTATACTACTCAATTAAAA 1761 
AA   563  AspGlnLeuGlnArgThrSerLysGluValAlaGlyAspCysIleLeuLeuAsnEnd  580 
 
    1762 AAGTAAACCAAGAAAAGAGGAAGAAGGGAGAGATGGGATCTGAGAATCAGAGGATCAAAC 1821 
 
    1822 ACAGGAGAGAGGCTAAGGGAAGCTCTCGGATAACAGCTGTGCCTCAGGCCTTGAGAGCAA 1881 
 14b 14c 
    1882 CCAGTTCAAACTGGAGCAGATGGAAGAAGACAGACATCTTCCTGTGAAGGGCTTGTGGCA 1941 
 
    1942 AACCTATCCAACTCGGGTTTCTTCTTCCTTGAGAACGATCTGATTCATCATCATCTGAAC 2001 
 14c 15 
    2002 CAGGGATCACAGTCTAAGGTCCAGGTATATGCTCGTATGTCAGAAGTCTTAGGAATAACA 2061 
 
2. 
 14a 14c 
cDNA1678 TCAGTTTCGTAAAACATATGTTGGTGATCAACTTCAAAGAACCTCAAAGAAGACAGACAT 1737 
AA   555  GlnPheArgLysThrTyrValGlyAspGlnLeuGlnArgThrSerLysLysThrAspIle  574 
 
    1738 CTTCCTGTGAAGGGCTTGTGGCAAACCTATCCAACTCGGGTTTCTTCTTCCTTGAGAACG 1797 
    575  PheLeuEnd          576 
 14c 15 
    1798 ATCTGATTCATCATCATCTGAACCAGGGATCACAGTCTAAGGTCCAGGTATATGCTCGTA 1857 
 
3. 
 14a 14c 
cDNA1681 GTTTCGTAAAACATATGTTGGTGATCAACTTCAAAGAACCTCAAAGAAGACAGACATCTT 1740 
AA   556  PheArgLysThrTyrValGlyAspGlnLeuGlnArgThrSerLysLysThrAspIlePhe  575 
 
   1741 CCTGTGAAGGGCTTGTGGCAAACCTATCCAACTCGGGTTTCTTCTTCCTTGAGAACGATC 1800 
     576  LeuEnd 
 14c 14d 
    1801 TGATTCATCATCATCTGAACCAGGGATCACAGTCTAAGGTCCAGGCCTTGCGTGGCTCCC 1860 
 




   1921 AGTTTCTCCTATGTGAATTGCATTTTCTGGTTGACACCCATTACAAAATTGGAAATGCAT 1980 
 14d 14e 
  1981 TTCCATGGAAAATCTCCTATGCCCAGTTGTACGCCTGAGGAGTGATGTACCCAGAGTTCC 2040 
 14e 15 
   2041 AGAGAAGGCTTGGAAAATAGTTAAGGTATATGCTCGTATGTCAGAAGTCTTAGGAATAAC 2100 
 
4. 
 14a 14c 
cDNA1678 TCAGTTTCGTAAAACATATGTTGGTGATCAACTTCAAAGAACCTCAAAGAAGACAGACAT 1737 
AA   555  GlnPheArgLysThrTyrValGlyAspGlnLeuGlnArgThrSerLysLysThrAspIle  574 
 
    1738 CTTCCTGTGAAGGGCTTGTGGCAAACCTATCCAACTCGGGTTTCTTCTTCCTTGAGAACG 1797 
     575  PheLeuEnd          576 
 14c 14e 
    1798 ATCTGATTCATCATCATCTGAACCAGGGATCACAGTCTAAGGTCCAGGTTGTACGCCTGA 1857 
 14e 15 
    1858 GGAGTGATGTACCCAGAGTTCCAGAGAAGGCTTGGAAAATAGTTAAGGTATATGCTCGTA 1917 
 
5. 
 24a 25 
cDNA2761 CACATCTATCTCAGAGGGACTCACTACTCTTGGTAAGGATCATAGAGGACATTGTTTCCA 2820 
AA   916  ThrSerIleSerGluGlyLeuThrThrLeuGlyLysAspHisArgGlyHisCysPheHis  935 
 
    2821 TAGGAAAAACTTGATTATGGGCTTTTAATGTATGTGATTATTGAGACTATCATCCTACAA 2880 
     936  ArgLysAsnLeuIleMetGlyPheEnd       943 
 
    2881 AGGGGGAAAAGATATTGTGAACCCAAACTGAAAGATTATAATTATTACTTGCAAGTGGGA 2940 
 
    2941 AAAATGTATTTCTTCATATTTTGATACATAGTCAGTTATGTTTTAATCAGCTTTACTGAG 3000 
 3. Polyadenylierungssignal 
    3001 GTATAATTTACATACAATAAAATTCAGTGACTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3060 
 
 Abbildung 19: Sequenzen der Spleißvarianten zwischen Exon 14a, Exon 15 und nach Exon 24a. 
 
Die hinter Exon 14a insertierenden Exone 14b und 14c beinhalten jeweils ein Stopcodon, so 
daß die resultierenden Proteine 573 und 576AA groß sind. Das hinter Exon 24a insertierende 
Exon 24b, das ein Stopcodon und ein Polyadenylierungsignal besitzt, führt zu einem Protein 
mit einer Länge von 943AA . 
 
 




Die Untersuchung der 28 Exone und der Spleißvarianten von ranBP17 ergab, daß die 
Übergänge von Intron-Exon-Intron weitgehend mit den Spleißregeln übereinstimmen (Tab.4). 
Diese lauten, daß am 5`-Ende eines Introns die Basenfolge ...GT... und am 3`-Ende die 
















































































































1543bp ...tgtgttgtagCAATA... exon 24a 
exon 24a 





















 Tabelle 4: Exon-Intron-Struktur des ranBP17-Gens 
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Die Ermittlung der Exon-Intronübergänge, die Exonenanzahl, sowie die Größenbestimmung 
von 18 Introns wurde durch die Sequenz von neun BAC-Klonen ermöglicht, die von dem 
DOE Joint Genome Institute (Walnut Creek, CA, USA) im Rahmen des Human-Genom-












 Tabelle 5: Klon- und Zugangsnummern von neun BAC-Klonen mit 
 genomischen Anteil von ranBP17. 
 
 
3.3.2 Lokalisation des ranBP17-Gens auf Chromosom 5 
 
Die bisherige Lokalisierung des ranBP17-Gens beruhte auf einer In-situ-Hybridisierung des 
pseudo-ubh-1-Gens auf Chromosom 5q34, das innerhalb eines Introns von ranBP17 liegt. 
Durch eine Radiations-Hybridkarte, die über STS-Marker („Sequenced Tagged Sites“) von 
somatischen Zellhybriden erstellt wird, konnte die Lokalisation auf Chromosom 5q34 
bestätigt werden (Abb.20). Den Ausgangspunkt solcher Radiations-Hybridkarten stellen 
somatische Zellhybriden aus Nager-DNA als Vektor und einzelnen Bruchstücken eines zu 
analysierenden humanen Chromosoms dar. Je nach Grösse der humanen Bruchstücke 
beinhalten ca. 80-100 dieser Zellhybriden ein komplettes Chromosom. Die aus den 
Zellhybriden isolierte DNA dient zur Bestimmung der Abstände zwischen STS-Markern, also 
exprimierter DNA-Sequenzen, die nur einmal auf diesem Chromosom vorkommen. Da die 
STS-Marker eine Grösse von ca. 100-500bp nicht übersteigt, können diese mittels PCR 
einfach amplifiziert werden. Auf diese Weise wird jeder Zellhybrid nach mehreren hundert, 
auf dem ganzen Chromosom verteilten STS-Markern gescreent. Dabei werden STS-Marker, 
die in unmittelbarer Nähe liegen, mit hoher Wahrscheinlichkeit immer auf einem 




um so geringer ist die Wahrscheinlichkeit, daß sie auf einem Bruchstück gefunden werden. 
Dieses Experiment wird mehrfach mit neu hergestellten Zellhybriden durchgeführt. Dies wird 
solange wiederholt bis jeder STS-Marker zu einem anderen STS-Marker gekoppelt ist. Die 
Vielzahl und die Verteilung der STS-Marker auf dem ganzen Chromosom ermöglicht so die 















Durch ranBP17 homologe ESTs konnte ein STS-Marker gefunden werden, der auf 
Chromosom 5q34 lokalisiert ist (Abb.20). Der gefundene STS-Marker A005L27 wurde von 
den Instituten Genethon und Sanger Centre erstellt. Genethon hat dabei ein 
Zellhybridspektrum mit einer größeren Insertlänge gescreent und nennt die erstellte 
Hybridkarte GB4. Die von dem Sanger-Institut erstellte G3-Hybridkarte hat ein 
Zellhybridspektrum mit einer kleineren Insertlänge.  
 
 
3.3.3 Lage des ranBP17-Gens zum Bruchpunkt der 
t(5;14)(q34;q11)  
 
Zur Abklärung der Lage des ranBP17-Gens zum Bruchpunkt der t(5;14)(q34;q11) von Patient 
1, wurden achtzehn verschiedene PAC-Klone mittels PCR analysiert. Die Klone wurden aus 
der humanen PAC-Bibliothek RPCI1,3-5 von dem Resourcenzentrum des deutschen 
Humangenomprojekts in Berlin bezogen, die mittels PCR auf pseudo-ubh-1 gescreent wurde. 
Die Position von pseudo-ubh-1 in der Nähe des t(5;14)-Bruchpunktes war bekannt. Durch  
Abbildung 20: 
Lokalisation des ranBP17-Gens 
auf Chromosom 5q34 mittels 
STS-Marker auf einer Radia-
tions-Hybridkarte 
RH Karte
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 1. A15623 
 2. A10544 
 3. L09543 
 4. F19963 
 5. G231028 
 6. F23523 
 7. O09874 
 8. L24616 
 9. B17610 
 10. I041149 
 11. A031119 
 12. P061091 
 13. C10950 
 14. C17922 
 15. B19894 
 16. A11822 
 17. I19827 
 18. P09988 
PCR mit ranBP17-spezifischen Primern sollte festgestellt werden auf welchem dieser PAC-
Klone das ranBP17-Gen liegt (Abb.21). 
Das Primerpaar hito592s/hito685r aus Exon 22 (A) ergibt ein Amplifikat von ca. 90bp, das 
Primerpaar hito1071s/hito1141r aus den Exonen 24a/25 (B) ergibt ein Amplifikat von ca. 











  Abbildung 21: PCR von PAC-Klonen mittels ranBP17-spezifischer Primer aus 
  der humanen Bibliothek RPCI1,3-5.  A:
 hito592s/hito685r B: hito1071/hito1141r 
 
Für das Primerpaar A sind elf, für das Primerpaar B sind zehn Klone positiv. Fünf Klone sind 
für beide Primerpaare negativ und wurden für die Folgeversuche nicht mehr verwendet. Die 
verbleibenden Klone tragen pseudo-ubh-1 und zumindest teilweise ranBP17. 
Als nächstes mußte geklärt werden, welche Klone auch die Region in unmittelbarer Nähe des 
Bruchpunktes in sich tragen. Durch Sequenzierung eines PAC-Klones, der beide Marker 
(Bruchpunktregion von Chromosom 5q34 und Exon 25) in sich trägt, kann man die Lage des 
ranBP17-Gens zum t(5;14)-Bruchpunkt 1 festlegen. Von sechs verschiedenen PAC-Klonen 
wurden mit je drei Primerpaaren eine PCR durchgeführt: 
 
 1. M3Dfor/Testis14rev: 271bp (5`-translatierte Region von ranBP17) 
  2. Hex3o/Hex4rev: 156bp (3`-translatierte Region von ranBP17) 
  3. Dan 650f/Dan1090r: 460bp (direkt am t(5;14)-Bruchpunkt ) 
 
Für die PCR mit 35 Zyklen wurden je 1µg Template DNA eingesetzt. Die 
Annealingtemperatur betrug 56°C. 
Als einziger von den getesteten PAC-Klonen konnte in B17610 das ranBP17-spezifische 3`-
Fragment und das 460bp lange Bruchpunktfragment nachgewiesen werden. Das 271bp lange 
5`-Fragment von ranBP17 liegt nicht auf diesem Klon. Dieser Klon wurde zur Bestimmung 
















3.3.4 Sequenzierung des PAC-Klons B17610 von Chromosom 5 
 
Von zwei der vier ALL-Patienten mit einer t(5;14) (Whitlock et al., 1994) konnte der 
Bruchpunkt kloniert und sequenziert werden (Hansen-Hagge et al., 1998). Mit Hilfe dieser 
Sequenzen, eines PCR-positiven PAC-Klones sowie genomischer Sequenzen aus der 
Gendatenbank, konnte die Lage des ranBP17-Gens zu diesen beiden Bruchpunkten bestimmt 
werden. 
Mit dem Klon B17610 wurde eine Primerwalking-Sequenzierung mit den Bruchpunktprimern 
von Patient 1 Dan650f/Dan1090r (genomisch von Chromosom 5) und den genspezifischen 
Primern Hex3o/Hex4r (Exon 25) durchgeführt. Insgesamt konnten so 6.5kb sequenziert 
werden. Das 3.8kb große pseudo-ubh-1 konnte durch die Sequenzierung in einer Entfernung 
von 2903bp vom Bruchpunkt gefunden werden. Dadurch wurde eine genomische Sequenz 
von ca. 10kb gebildet. Durch eine genomische BLAST-Suche mit diesem 10kb-Fragment, 
konnte der BAC-Klon CIT978SKB_45L16 (AC010306) von Chromosom 5 identifiziert 
werden. Dieser Klon wird im Rahmen des Humangenomprojekts vom DOE Joint Genome 
Instiute (Walnut Creek, Kalifornien, USA) sequenziert. Der noch nicht komplett sequenzierte 
Klon wird in durchsequenzierte Contigs unterteilt. In einem Contig dieses Klons von 19107bp 
konnten pseudo-ubh-1, die Bruchpunktregion 1 und das Exon 25 von ranBP17 gefunden und 
in Relation gesetzt werden (Abb.23).  
 
 
Abbildung 22:  




















Abbildung 23: Lokalisation des Bruchpunktes 1 bei einem ALL-Patienten auf Chromosom 5q34 mit  
einer t(5;14) (q34,q11) zu dem ranBP17-Exon 25 und pseudo-ubh-1, durch Sequenzierung von PAC  
B1760 und BAC-Contig CIT978SKB_45L16.  
 
Durch die Translokation t(5;14) beim Patienten 1 bricht das ranBP17-Gen im Intron zwischen 
Exon 24a und Exon 25 auseinander. Die Exone 1-24a sowie pseudo-ubh-1 verbleiben auf 
Chromosom 5q34, während die Exone 25-28 zum Chromosom 14q11 in unmittelbare Nähe 
der Dδ2-Region des T-Zellrezeptors translozieren. Reziprok dazu, wird der chromosomale 
14q11-Anteil ab der Jδ1-Region an das Chromosom 5q34 in die Nähe von Exon24a 
transloziert.  
Die Lagebestimmung des Bruchpunktes eines zweiten Patienten zum ranBP17-Gen, konnte 
durch eine BLAST-Homologiesuche mit der Bruchpunktregion und dem Exon 28 bestimmt 
werden. Der BAC-Klon CTD-2249B15 (AC010454) beinhaltet in einem durchsequenzierten 
Contig das Exon 28 und den Bruchpunkt von Chromosom 5 dieses Patienten. Das ranBP17-
Gen wird dabei nicht wie bei Patient 1 im ORF auseinandergebrochen, sondern verbleibt von 
Exon 1-28 auf Chromosom 5q34. Der Bruchpunkt 2 liegt 8030bp in 3`-Richtung von Exon 28 
entfernt (Abb.24). 
 
Abbildung 24: Lokalisation des Bruchpunktes bei Patient 2 mit einer ALL und t(5;14)(q34;q11) zu Exon 
28 von ranBP17. 
 
 













In diesem Contig konnte ebenfalls das Exon 1 des Homeobox-Gens hox11l2 (Gonzales-
Sarmiento, 1998, AJ223798) identifiziert werden. Dieses liegt auf der anderen Seite des 
Bruchpunktes 1212bp telomerwärts entfernt. 
Aus den genomischen Sequenzierungen, genomischen BLAST-Homologievergleichen und 
den Bruchpunktsequenzen der beiden Patienten konnten die exakten Orientierungen von 
ranBP17, hox11l2 und dem TCRδ im Rahmen der reziproken t(5;14) Translokation bei beiden 
Patienten bestimmt werden (Abb.25). 
 Abbildung 25: Translozierte Exone von ranBP17, hox11l2 und Dδ  /Jδ  -Regionen des TCRδ   bei  
 zwei reziproken t(5;14) Translokationen. 
 
 
3.4 Western Blot Analysen 
 
3.3.1 Induktion eines GST/RanBP17-Fusionsproteins 
 
Ein polyklonaler RanBP17-spezifischer Antikörper wurde mittels des carboxyterminalen AA-
Peptids C-RDVAEALRSDGNTEP (AA 1114-1128) in Kaninchen hergestellt. 
Zur Analyse der Funktionsfähigkeit dieses Anti-RanBP17-Peptidantikörpers wurden die 
letzten, im 3`-ORF liegenden 710bp der ranBP17-cDNA-Sequenz, in einen induzierbaren 
Prokaryonten-Expressionsvektor kloniert. Dazu wurde mittels PCR ein cDNA-Fragment 
amplifiziert, daß am äußersten 3`-Ende des ORF liegt. Durch einen Sense-Primer mit einer 
BamHI-Schnittstelle und einen Antisense-Primer mit einer EcoRI-Schnittstelle konnte das 
710bp große Amplifikat in den GST-Vektor pGEX-2T über BamHI/EcoRI kloniert werden. 
Die Transformation erfolgte dabei in den Protease-defizienten E. coli-Stamm BL21. Nach der 
Induktion des GST/RanBP17-Fusionsproteins mittels 0.7mM IPTG, wurden 10µl der  
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Bakterienkultur nach Denaturierung für 5min. bei 95°C auf ein 10%-SDS-Polyacrylamidgel 
aufgetragen. 
 Abbildung 26: PAGE einer GST-Fusionsprotein  
 Bakterienkultur 1. Marker  2. Induzierte Kultur 
 3. Nicht-induzierte Kultur 
 
Nach Anfärbung der Proteine mit Coomassie-Blau konnte man bei der induzierten 
Bakterienkultur eine deutliche Bande bei 52kDa erkennen (Abb.26). Bei der nicht-induzierten 
Kultur sind nur die Bakterienproteine zu sehen. Die 52kDa Bande stellt das GST-
Fusionsprotein dar, das sich aus dem 27kDa GST-Protein und dem 25kDa RanBP17-Peptid 
zusammensetzt. Die erfolgreiche Induktion mittels IPTG war damit nachgewiesen. 
 
 
3.4.2 Western Blot eines GST/RanBP17-Fusionsproteins  
 
Der polyklonale Peptid-Antikörper für RanBP17 wurde auch mittels Western Blot überprüft. 
Dazu wurden zwei Bakterienkulturen, die das RanBP17/GST-Plasmid mit einem IPTG-
induzierbarem Promotor in sich tragen verwendet. Durch Induktion mittels IPTG sollte eine 
Kultur das Fusionsprotein synthetisieren. Die zweite Bakterienkultur wurde als Kontrolle 
nicht induziert. Im Western Blot sollte der RanBP17-Antikörper bei der induzierten Kultur 
ein 52kDa großes Protein erkennen. Die nicht induzierte Kultur sollte kein Ergebnis liefern. 
Die Kontrollfärbung mit dem monoklonalen Anti-GST-Antikörper sollte durch Erkennung 
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52kDa große Signal, allerdings durch Bindung an den GST-Anteil, zu erkennen sein. Für 
beide Antikörper wurden die gleichen Konzentrationen und Inkubationszeiten eingesetzt. 
Bei der Anti-RanBP17-Färbung ist das Fusionsprotein mit 0.5µl der induzierten 
Bakterienkultur als eine definierte Bande zu sehen (Abb.27). Eine Hintergrundsfärbung von 
Bakterien-Proteinen ist erst beim doppelten Volumen (1.0µl) zu erkennen. Die Anti-GST-
Färbung zeigt dagegen, aufgrund einer geringeren Spezifität, keinen wesentlichen Unterschied 
in der Anfärbung bei 0.5µl und 1.0µl des Anti-GST-Antikörpers. Dieser färbt auch bei einer 
geringer aufgetragenen Menge andere Proteine an. Spezifischer ist der RanBP17-Antikörper, 
der bei geringerer Menge nur RanBP17 erkennt. Die nicht induzierte Kultur zeigt bei der 
10fach aufgetragenen Menge mit beiden Antikörpern eine spezifische und unspezifische 


























Abbildung 27: Western Blot einer 
induzierten und nicht-induzierten GST/ 
RanBP17-Bakterienkultur mit Anti-
RanBP17 und Anti-GST-Antikörper. 
1. Anti-RanBP17  (0.5µl)  -induziert- 
2. Anti-RanBP17  (1.0µl)  -induziert- 
3. Anti-RanBP17  (10µl)   -nicht-induziert- 
4. Anti-GST           (0.5µl)  -induziert- 
5. Anti-GST           (1.0µl)  -induziert- 
















3.5 Southern Blot Analyse zur evolutionären 
Konservierung des ranBP17-Gens 
 
Zur Überprüfung der evolutionären Konservierung des ranBP17-Gens wurde ein genomischer 


















Nach Exposition von 7 Tagen wurde sichtbar, daß das ranBP17-Gen bis zum Huhn 
konserviert ist. Möglicherweise ist die DNA-Sequenz der eingesetzten Sonde auf dem Affen-
Genom nicht enthalten oder weicht so stark ab, daß keine Hybridisierung stattfindet. Eine 
Gen-Datenbanksuche mit dem humanen ranBP17 zeigte eine Konservierung des Gens bis 









Abbildung 28:  
Genomischer Zoo-Blot mit der Sonde 
513 von ranBP17 hybridisiert. 
1. Mensch 6. Rind 
2. Affe 7. Kaninchen 
3. Ratte 8. Huhn 
4. Maus 9. Hefe 
5. Hund 
1 2 3 4 5 6 7 8 9
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3.6 Analysen des murinen ranBP17-Gens 
 
3.6.1 RT-PCR Analyse verschiedener muriner Gewebe 
 
Aufgrund der im Zoo Blot nachgewiesenen hohen evolutionären Konservierung der ranBP17-
Sequenz lag ein Vergleich der ranBP17-Expression zwischen Maus und Mensch nahe. Dazu 
wurden aus zehn verschiedenen murinen Geweben die Total-RNA isoliert und anschließend 
jeweils 20µg in cDNA umgeschrieben. Von jeder cDNA wurden 5% in eine PCR mit den 
humanen Primern Hex1o und Hex4r eingesetzt. Diese Primer ermöglichen die Amplifikation 
eines 513bp langen Fragmentes aus humaner Testis-cDNA. Die humanen Primer sollten 
aufgrund des hohen Konservierungsgrades in der Lage sein das murine ranBP17-Homolog zu 
amplifizieren. 
 
Abbildung 29: RT-PCR verschiedener muriner Gewebe 
 1. 100bp-Leiter 4. Leber 7. Ovar 10. Niere 13. 100bp-Leiter 
 2. Blase 5. Hirn 8. Schilddrüse 11. Lunge 
 3. Milz  6. Herz 9. Magen 12. H2O 
 
Das aus der Hirn-cDNA erhaltene Amplifikat (Abb.29) wurde in den Vektor pMOS/Blue 
kloniert und anschließend sequenziert. Ein Vergleich des ebenfalls 513bp langen murinen 
PCR-Produktes mit der humanen cDNA-Sequenz ergab einen Homologie von 90% (Abb.30). 
 
                                            Hex1o                                    Exon 23 
 
Mensch  GTAATCAGATCCTGTCCCTTGGGAGCCTCTCAAAAGATCAGATTTATCCAATGAAACTCA 
(2439)  | |||||||||||||| ||||| || ||||| |||||| ||||||||||||||||||||| 
 Maus   GAAATCAGATCCTGTCTCTTGGAAGTCTCTCCAAAGATAAGATTTATCCAATGAAACTCA 
(2496) 
        AGGGCATCTCCATCTGCTATTCAGCTCTCAAGTCTGCCTTGTGTGGAAATTATGTCAGCT 
        ||||||||||||||||||| ||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 
        AGGGCATCTCCATCTGCTACTCAGCTCTCAAGTCTGCATTGTGTGGAAATTATGTCAGCT 
 
        TTGGCGTCTTCAAGTTGTATGGGGACAACCATTTTGACAATGTACTCCAGGCTTTTGTCA 
        |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||| 
        TTGGCGTCTTCAAGTTGTATGGGGACAACCATTTTGACAATGTACTCCAGGCCTTTGTCA 
 




                                                Exon 24a 
        AAATGCTGCTGTCAGTGTCCCACAGTGACTTGCTACAATACCGGAAACTGAGCCAGTCTT 
        |||||||||| |||||||| |||||||||||||| ||||||||||| ||||||||||||| 
        AAATGCTGCTTTCAGTGTCTCACAGTGACTTGCTGCAATACCGGAAGCTGAGCCAGTCTT 
 
        ATTATCCACTCCTGGAATGTCTCACTCAGGACCATATGAGCTTCATCATCAACTTAGAGC 
        | |||||||| |||||||||||||| |||||||| ||||||||||||| |||||| |||| 
        ACTATCCACTGCTGGAATGTCTCACCCAGGACCACATGAGCTTCATCACCAACTTGGAGC 
                                                                  Exon 25 
        CTCCTGTACTCATGTATGTTCTCACATCTATCTCAGAGGGACTCACTACTCTTGATACAG 
        ||||||| ||| |||| |||||||||||| |||||||||||||||| || ||||| |||| 
        CTCCTGTGCTCCTGTACGTTCTCACATCTCTCTCAGAGGGACTCACCACACTTGACACAG 
         
        TTGTCTCCTCCAGCTGCTGTACCAGTTTAGACTACATCGTCACCTACCTCTTCAAGCACA 
        | |||||||||||||||||||| |||||||||||||| |||||||| ||||||||||||| 
        TGGTCTCCTCCAGCTGCTGTACAAGTTTAGACTACATGGTCACCTATCTCTTCAAGCACA 
 
        TAGCAAAAGAGGGCAAGAAGCCACTTCGATGCAGAGAGGCTACCCAGGCTGGTCAGAGAC 
        |||||||||| || ||||||||||||||| ||||||||||||  |||||||||||||||| 
        TAGCAAAAGAAGGGAAGAAGCCACTTCGAAGCAGAGAGGCTATGCAGGCTGGTCAGAGAC 
                       Hex4r 
        TATTACATTTTATGCAGCAAAACCCAGATGTCC    Mensch 
        | |||||||||||||| |||||||||||||| |    (2951) 
        TGTTACATTTTATGCAACAAAACCCAGATGTTC     Maus 
                                             (3008) 
 Abbildung 30: Homologie einer über die humanen Primer Hex1o/Hex4r amplifizierten 
 murinen Sonde zu der humanen Sequenz 
 
 
3.6.2 Screening einer murinen Testis cDNA-Bibliothek 
 
Zur weiteren Überprüfung der Homologie zwischen humanem und murinem ranBP17-Gen 
wurde eine murine Testis cDNA-Bibliothek mit der murinen Sonde 513 hybridisiert. Drei 
ranBP17-positive Klone mit den Insertgrößen 768bp, 923bp und 600bp konnten ermittelt 
werden. 
Die Sequenzanalyse ergab, daß die beiden erstgenannten Klone eine Homologie von ca. 88% 
zu dem humanen Gen in diesem Abschnitt aufweisen. Der 3. Klon deutete mit einer 
Homologie von ca. 65% zum humanen ranBP17 daraufhin, daß es Unterschiede in der 
Konservierung bestimmter Abschnitte dieses Gens gibt oder aber, daß es ein zu ranBP17 









Abbildung 31: Muriner Nor-
thern Blot mit der murinen 









3.6.3 Northern Blot Analyse verschiedener muriner Gewebe 
 
Zur Untersuchung des Expressionsmusters bei der Maus wurde ein polyA+-Northern Blot mit 
der murinen Sonde 513 hybridisiert. Nach einer sehr kurzen Expositionszeit von 6h wurden 
zwei starke Signale bei ca. 4.4kb und ca. 6-7kb und weiterhin zwei schwache Signale bei ca. 
9.5kb und 2.4kb in Testis sichtbar (Abb.31). 
 
Eine Erhöhung der Expositionszeit ließ die schwächeren Signale deutlicher hervortreten. Die 
homologe Sonde 513 erkannte in humanem Testisgewebe nur zwei Transkripte, die murine 
Sonde hybridisiert dagegen mit vier Transkripten. Auffällig ist, daß in der Maus wie beim 
Menschen vier ranBP17 Transkripte exprimiert werden. 
 
 
3.7 Identifizierung des ranBP17 homologen Gens ranBP16 
 
Während der Klonierung des humanen ranBP17-Gens konnten durch eine EST-
Datenbanksuche mehrere ESTs identifiziert werden, die eine ca. 65%ige Homologie zu 
ranBP17 aufwiesen. Dies deutete auf die Existenz eines ranBP17 verwandten Gens hin. 
Anhand der gefundenen ESTs konnte ein kleines cDNA-Fragment erstellt werden, das zur 

















Experimente wurde in der EMBL-Datenbank eine cDNA-Sequenz veröffentlicht, die bis auf 
ein 540bp langes Fragment, 100% identisch mit der von uns klonierten Sequenz ist 
(KIAA0745, Acc.Nr. AB018288; Nagase et al., 1998). Anhand einer Radiations-Hybridkarte 
konnten wir das humane Gen auf Chromosom 8p11-12 lokalisieren. Nach Beendigung der 
Klonierung dieses Gens konnten wir durch eine Gendatenbanksuche die komplette cDNA mit 
dem 540bp-Fragment und einem Startcodon finden (ranBP16, Acc. Nr. Af064729). Weiterhin 
konnten wir das murine ranBP16 klonieren, dessen Protein eine 66.1%ige Homologie zu dem 
humanen RanBP17 aufweist. 
 
 
3.8 Homologievergleich des RanBP17-Proteins 
 
 
Ein Protein, das von niederen Organismen bis zum Menschen konserviert ist, deutet auf seine 
wichtige Funktion hin (Tab.6). Die Analyse der Motif- und Domänenstruktur sollte näheren 
Aufschluß über die bisher nicht charakterisierte Funktion von RanBP17 und RanBP16 geben. 
 
 
Homologie zu humanem 
RanBP17 Molekulargewicht 
1. Murines RanBP17 93.8% 124kDa 
2. Humanes RanBP16 66.8% 123kDa 
3. Murines RanBP16 66.1% 123kDa 
4. C35A5.8 (C. elegans) 39.1% 127kDa 
 Tabelle 6: Homologievergleich derAA-Sequenzen von fünf homologen Proteinen 
 
Mit dem Alignment-Programm ClustalW wurden die fünf Aminosäuresequenzen gegenüber 
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 Abbildung 32: Protein-Homologievergleich 
 
Die Analyse der dargestellten AA-Sequenzen mit den Computer-Programmen Foldclass und 
Pepstats ermöglichte die Bestimmung der Anzahl und Art der Sekundärstruktur-Domänen, 
sowie den isoelektischen Punkt und den Anteil der verschieden AA-Gruppen (Tab.7). Die 
Anzahl und die Art der Domänen eines Proteins läßt eine Abschätzung bzw. Voraussage über 
die vier Superklassen der Sekundärstruktur durch alpha-Helices und beta-Faltblattstrukturen 
zu (1. = alpha; 2. = beta; 3. = alpha*beta in einer Domäne; 4. = alpha und beta in 
verschiedenen Domänen). Die Einteilung in die verschiedenen Protein-Klassen wird durch die 
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AA-Sequenz bedingte Art und Anzahl der Domänen bestimmt (Pascarella and Argos, 1992; 








RanBp17 10 beta 6.40 
Murines 
RanBP17 9 beta 6.33 
Humanes 
RanBP16 9 beta 6.27 
Murines 
RanBP16 11 beta 6.23 
C35A5.8 12 beta 5.19 
 Tabelle 7: Einteilung des RanBP17-Proteins und seinen Homologen über AA-Sequenz und  
 Domänen 
 
Das zu 39.1% homologe C. elegans Protein C35A5.8 weicht in der Klasse und dem 
isoelektrischen Punkt als Einziges in dieser Gruppe etwas ab.  
Eine weitere Datenbanksuche mit den fünf Proteinsequenzen wurde mit dem Programm 
ProfileScan durchgeführt. Dabei wurde die PROSITE-Datenbank durchsucht, die sich aus 
Proteinfamilien und Domänen zusammensetzt. Diese Datenbank basiert auf der Tatsache, daß 
sich die meisten Proteine aufgrund von Sequenzähnlichkeiten in eine begrenzte Anzahl von 
Proteinfamilien einordnen lassen. Die die Proteinfamilien kennzeichnenden evolutionär 
konservierten Domänen ermöglichen die Einordnung eines neuen Proteins in eine solche 
Familie.  
Außer bei C. elegans konnte bei den Proteinen eine Importinβ N-terminale Domäne gefunden 
werden. Diese Domäne ist bei den humanen und murinen RanBP17-Sequenzen 68AA, bei 
dem humanen und murinen RanBP16-Protein 69AA lang. Diese konservierte Region, die die 
Bindung an RanGTP an der Kernmembran vermittelt, weist auf die Zugehörigkeit zu den 
Kernrezeptorproteinen der Importinβ-Superfamilie hin. Das Programm PROSITE weist den 
erkannten Domänen in einer zu analysierenden AA-Sequenz einen Wert zu, der nach einem 
Algorithmus von Sibbald und Argos (1990) berechnet wird. Dieser Wert stellt die Homologie 
zu bekannten Domänen in der Datenbank dar. Die Werte der analysierten AA-Sequenzen zu 
der Importinβ-Domäne wird aus der Homologie zu den in der Datenbank befindlichen 
Domänen gebildet. Dabei werden nicht nur identische AA sondern auch verwandte AA 
berücksichtigt. Die Signifikanz für die Importinβ-Domäne beginnt bei einem Wert von 10.0. 
So besitzt das Importinβ-Protein beispielsweise einen Wert von 24.0. Für das humane  
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RanBP17-Protein liegt dieser Wert bei 8.1 sowie bei 8.4 für das murine RanBP17. Diese 




3.8.1 Homologievergleich von RanBP17 zu CRM1
 
 
Durch einen Proteindomänenvergleich von RanBP17 mit den bekannten 
Kerntransportrezeptoren der Importinβ-Familie, ergibt sich die größte Homologie mit dem 
Exportin CRM1 (chromosome region maintenance; Adachi and Yanagida, 1989; Tab.8). 
 
Position in RanBP17 Domäne Position in CRM1 
   
  30 -   95 Importin-beta N-terminal domain    46 - 112 
- Serum amyloid A protein   569 - 583 
 360 -  363 N-glycosylation site   262 - 265 
 641 -  644 N-glycosylation site   321 - 324 
 655 -  658 N-glycosylation site   485 - 488 
 779 -  782 N-glycosylation site   727 - 730 
1049 - 1052 N-glycosylation site   - 
1061 - 1064 N-glycosylation site   - 
- 
cAMP/cGMP-dependent protein kinase 
phosphorylation site 
 
  752 - 755 
  25 -   27 Protein kinase C phosphorylation site    20 -  22 
 170 -  172 Protein kinase C phosphorylation site   264 - 266 
 179 -  181 Protein kinase C phosphorylation site   472 - 474 
 184 -  186 Protein kinase C phosphorylation site   477 - 479 
 250 -  252 Protein kinase C phosphorylation site   490 - 492 
 288 -  290 Protein kinase C phosphorylation site   684 - 686 
 414 -  416 Protein kinase C phosphorylation site   747 - 749 
 523 -  525 Protein kinase C phosphorylation site   750 - 752 
 568 -  570 Protein kinase C phosphorylation site   755 - 757 
 781 -  783 Protein kinase C phosphorylation site   885 - 887 
1051 - 1053 Protein kinase C phosphorylation site   - 
   7 -   10 Casein kinase II phosphorylation site    61 -  64 
 179 -  182 Casein kinase II phosphorylation site    65 -  68 
 184 -  187 Casein kinase II phosphorylation site   113 - 116 
 233 -  236 Casein kinase II phosphorylation site   118 - 121 
 238 -  241 Casein kinase II phosphorylation site   277 - 280 
 415 -  418 Casein kinase II phosphorylation site   346 - 349 
 449 -  452 Casein kinase II phosphorylation site   358 - 361 
 486 -  489 Casein kinase II phosphorylation site   465 - 468 
 510 -  513 Casein kinase II phosphorylation site   632 - 635 
 531 -  534 Casein kinase II phosphorylation site   648 - 651 
 657 -  660 Casein kinase II phosphorylation site   - 
 874 -  877 Casein kinase II phosphorylation site   - 
 917 -  920 Casein kinase II phosphorylation site   - 
 923 -  926 Casein kinase II phosphorylation site   - 
 935 -  938 Casein kinase II phosphorylation site   - 
- Tyrosine kinase phosphorylation site   455 - 463 
  21 -   26 N-myristoylation site   155 - 160 
 500 -  505 N-myristoylation site   273 - 278 
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 536 -  541 N-myristoylation site   486 - 491 
 651 -  656 N-myristoylation site   502 - 507 
 726 -  731 N-myristoylation site   812 - 817 
 829 -  834 N-myristoylation site   965 - 970 
 843 -  848 N-myristoylation site   - 
1045 - 1050 N-myristoylation site   - 
 951 -  954 Amidation site   - 
 272 -  282 Prokaryotic membrane lipoprotein lipid attachment site   - 
 
 
Tabelle 8: Vergleich der AA-Domänen von RanBP17 und CRM1 
 
CRM1 vermittelt über die Bindung an RanGTP den Transport einer Vielzahl von Substraten 
mit NES-Domäne („nuclear export signal“) aus dem Kern in das Cytoplasma (Fornerod et al 
1997a). Durch den Export von Proteinen wie CyclinB, HOG1 MAPK (Ferrigno et al., 1998), 
MAPKAP Kinase 2 (Engel et al., 1998), NFAT (Kehlenbach et al., 1998) oder AP-1 (Kuge et 


























An der von unserer Arbeitsgruppe beschriebenen t(5;14)(q34;q11) bei Patienten mit B- und T-
Zell ALL sind der TCRδ auf Chromosom 14 und ein bis dahin unbekanntes Gen auf 
Chromosom 5q34 beteiligt (Whitlock et al., 1994). In der vorliegenden Arbeit wird die 
Klonierung und Charakterisierung des wahrscheinlich involvierten Gens von Chromosom 5 
sowie seine Lage zu den Bruchpunkten bei zwei ALL-Patienten analysiert. Dieses Gen, 
ranBP17 genannt, kodiert für einen Kerntransportrezeptor.  
 
 
4.1 Alternative Spleißformen des ranBP17-Gens 
 
Die mittels Exon-Trapping und EST-Analyse zusammengesetzte cDNA-Sequenz stellte den 
Ausgangspunkt zur Klonierung des in Bruchpunktnähe gelegenen Gens dar. Die Klonierung 
eines 4.4kb großen Transkriptes erfolgte durch Screening von cDNA-Bibliotheken und 5`-
RACE-PCR. Die Vollständigkeit dieses Transkriptes belegen der Translationsstart in einer 
typischen Kozak-Konsensussequenz (Kozak, 1987), die Polyadenylierungstelle mit dem 
anschließenden polyA-Schwanz und die Übereinstimmung mit dem Hybridisierungsmuster 
der Northern Blot Analyse. Ein internes Polyadenylierungssignal führt zu Bildung eines 
kürzeren, 3.6kb großen Transkriptes von dem die Synthese des 1088AA großen Proteins 
unbeeinflußt ist.    
Multiple Signale im Northern Blot und alternative 3`-Enden deuten auf alternative 
Spleißprozesse hin. Die Klonierungsergebnisse bestätigten diese Vermutung und ergaben eine 
unterschiedliche Einbeziehung der Exone 9, 14b-e, 24b sowie 25. Das alternative Spleißen 
kann die Kodierungskapazität eines Gens durch Hinzufügen oder Weglassen von Exonen um 
ein Vielfaches erhöhen. Die aus alternativ gespleißten mRNAs resultierenden Proteine 
besitzen häufig eine ähnliche, seltener eine völlig neue Funktion. Alternatives Spleißen ist auf 
verschiedene Regulationsmechanismen zurückzuführen. So kann durch verschiedene 
Faktoren die komplementäre Basenpaarung zwischen dem snRNP/U1-Komplex, einem für 
das Spleißen der prä-mRNA essentiellen RNA-Proteinkomplex, an den 5`-Spleißstellen im 
Intron beeinflusst werden. Außerdem kann durch Bindung von SR-Proteinen, einer großen 
Familie mit alternierenden Arginindomänen, an den snRNP/U1-Komplex weniger favorisierte 
Exone gespleißt werden. Die Blockierung von Spleißstellen durch Liganden stellt einen 
dritten Mechanismus alternativer Spleißprodukte dar. So bestimmt beispielsweise das tra-Gen  
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bei D. melanogaster durch Blockierung einer Spleißstelle mittels des SXL-Proteins das 
Geschlecht (McKeown, 1992). Interessant ist das Auftreten von alternativ gespleißten 
Transkripten des ranBP17-Gens durch verschiedene Kombinationen der Exone 14b-e. Die 
Exone 14b und 14c führen ein Stop-Codon ein und verkürzen dadurch den ORF. 
Bemerkenswert ist auch das Variationsspektrum von Spleißvarianten mit den Exonen 14b-e in 
der Clontech-Bibliothek („Large Insert“-cDNA) im Gegensatz zu nur einer Spleißvariante 
(Exon 14c) in der zuvor analysierten GIBCO/Life Technologies cDNA-Bibliothek. Einen 
Hinweis zur Aufklärung dieser Sequenzvariationen kann ein Blick auf den Ursprung dieser 
Bibliotheken geben. So wurde die cDNA der GIBCO-Bibliothek aus der RNA einer 
60jährigen Person synthetisiert, wohingegen die cDNA der Clontech-Bibliothek aus einem 
RNA-Pool von 24 Personen im Alter von 25-64 Jahren gebildet wurde. Eine altersbedingte 
Bevorzugung bestimmter Spleißvarianten von ranBP17 könnte die Ursache der verschiedenen 
Spleißvarianten in der Clontech-Bibliothek sein.  
Die identifizierten Spleißvarianten mit den Exonen 14b-e, die eine deutliche Verkürzung des 
jeweiligen Proteins zur Folge haben, deuten auf eine regulatorische Funktion hin. So konnten 
für den Transkriptionsfaktor CREB (cAMP response element binding protein; Habener et al., 
1995) zwei verkürzte Isoformen identifiziert werden, die ausschließlich in Testisgewebe 
gefunden wurden (Daniel and Habener, 1998). Die zwei verkürzten Isoformen kommen durch 
das alternative Spleißen mit den Exonen W und Y zustande, die jeweils ein Stopcodon in den 
ORF einführen. Die beiden sogenannten Repressor-CREB Isoformen inhibieren in den 
Keimzellen die Funktion des Transkriptionsfaktors CREB.  
RanBP17 könnte mit den Exonen 14b und 14c einem ähnlichen Mechanismus unterliegen und 
seine Funktion in der Zelle selbst regulieren.  
 
 
4.2 t(5;14) bei ALL und Deregulation der biologischen Funktion 
des RanBP17-Proteins 
 
Da die Genbanksuche mittels der klonierten cDNA eine signifikante Homologie zu dem 
humanen Ran-bindenden Protein 16 (Acc. No. AF064729) aufdeckte, wurde das auf 
Chromosom 5q34 gelegene Gen ranBP17 genannt (Kutay et al., 2000). Die mittels 
Computeranalyse ermittelte N-terminale Ran-Bindungsdomäne unterstreicht seine Funktion 




RAN ist eine mit RAS-verwandte GTPase, die in einer GDP- und einer GTP-gebundenen 
Form variiert (Bischoff and Ponstingl, 1991b). Die Beobachtung, daß RAN an nukleären 
Transportprozessen beteiligt ist, führte zu der Entdeckung der Ran-bindenden Proteine 
(RanBP). Diese sind nach Bindung an RAN über eine N-terminale Domäne für den Import 
und Export zahlreicher C-terminal gebundener Substrate verantwortlich (Chi et al., 1996; Arts 
et al., 1998). Von den Proteinen CAN und NUP98, die Bestandteil des Kernporenkomplexes 
sind und an nukleären Transportprozessen beteiligt sind, konnte eine Beteiligung bei der 
Entstehung von Leukämie nach chromosomalen Translokationen gezeigt werden. Das 
Onkogen can/nup214 (nucleoporin214) wird im Rahmen der t(6;9)(p23;q34) durch die Gene 
dek oder set fehlreguliert (van Lindern et al., 1992). Fusionen, des auf Chromosom 11p15 
gelegenen Nucleoporins NUP98 mit HOXA9, HOXD13, DDX10 und PMX1 sind bei ALL- 
oder AML-Patienten mit den Translokationen t(7;11)(p15;p15), t(2;11)(q35;p15), 
inv(11)(p15;q22) und t(1;11)(q23;p15) nachgewiesen worden (Borrow et al., 1996; Hussey et 
al., 1999).  
Die im RanBP17-Protein identifizierte Importinβ-Domäne sowie die N-
Glykosylierungstellen, PKC-/CKII-Phosphorylierungsstellen und N-Myristolierungstellen 
werden in ähnlicher Anzahl und Verteilung in dem exportierenden 
Kerntransportrezeptorprotein CRM1 (Fornerod et al., 1997b) gefunden. In der Familie der 
Importinβ-Kerntransportrezeptoren zeigt RanBP17 damit die höchste Homologie zu CRM1 
und könnte somit ebenfalls für den Export von Substraten verantwortlich sein.  
Die N-Glykosylierungstellen und N-Myristolierungsstellen von RanBP17 und CRM1 weisen 
auf die Assoziation beider Proteine mit Kompartimentmembranen hin. Dabei wirkt sich die 
Glykosylierung eines Proteins auf seine Ausrichtung innerhalb einer Membran aus. Die 
hydrophilen Zuckerreste lassen das Protein an diesen Stellen auf der Membranaußenseite, der 
wässrigen Phase erscheinen. Die über das Enzym N-Myristyol-Transferase (NMT) 
angekoppelte Fettsäure Myristat (Towler et al., 1987) findet sich bei membranständigen und 
cytosolischen Proteinen wieder. Beide Modifizierungsstellen stehen in Einklang mit dem 
cytosolischen sowie dem membranständigen Charakter von nukleären Transportrezeptoren.  
Eine Funktion von PKC-Phosphorylierungsstellen liegt in der Degradierung bzw. in der 
Konformationsänderung von NLS/NES-Inhibitoren. Inhibitoren maskieren die NLS/NES-
Domäne von Proteinsubstraten und verhindern somit deren Transport in bzw. aus dem Kern. 
Im Gegensatz dazu können phosphorylierte Substrate durch Bindung an einen 
Kerntransportrezeptor transportiert werden. So konnte für den Transkriptionsfaktor NF-κB  
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(Schmitz and Baeuerle, 1991; Lenardo and Baltimore, 1989) die Demaskierung des an die 
NLS-Domäne-bindenden inhibitorischen Faktors IκB über Phosphorylierung durch die PKC 
gezeigt werden (Diaz-Meco et al., 1994). Die Rolle von PKC-Phosphorylierungsstellen für 
Kerntransportrezeptoren konnte zwar bisher noch nicht belegt werden, stünden aber in 
Einklang mit einer Regulation dieser Proteine über inhibitorische Faktoren.  
Die Bindung eines Kerntransportrezeptors wie RanBP17 an den NPC, an seine Substrate und 
Transport-vermittelnde Adapterproteine, könnte durch Inhibitoren an den PKC-
Phosphorylierungsstellen wesentlich beeinflußt werden. Ein verkürztes RanBP17-Protein 
infolge der t(5;14), dem die Substratbindungsstelle fehlt, könnte einen wesentlichen Einfluß 
auf nukleäre Transportprozesse ausüben. So würde ein erhöht exprimiertes RanBP17 zuviel 
Substrat transportieren und damit zelluläre Prozesse, die diese Substrate vermitteln, 
wesentlich beeinflussen.  
Ein Beispiel für einen solchen Pathomechanismus liefert NOTCH1. Das eine NLS-Domäne 
tragende NOTCH1 (Artavanis-Tsakonas et al., 1995; del Amo et al., 1993; Gallahan and 
Callahan, 1997), führt infolge einer t(7;9) zur ALL-Entstehung (Ellisen et al., 1991). Das 
Fehlen der im C-terminalen Bereich von NOTCH1 lokalisierten CKII- und PKC-
Phosphorylierungsstellen resultiert in einem bevorzugten Transport von NOTCH1 in den 
Kern. Dort führt es über weitere Protein-Protein-Interaktionen u.a. mit dem 
Transkriptionsfaktor HES-1 (Jarriault et al., 1995; Tamura et al., 1995; Kopan et al., 1994) 
zur Zelltransformation. 
Die fehlende Passage des verkürzten RanBP17 könnte somit dessen Lokalisation auf einer der 
beiden Kompartimentseiten favorisieren und dort erhöht auftreten lassen. Aufgrund der 
erhöhten RanBP17 Menge würde dann eine Wechselwirkung mit Proteinen anderer 
Signalwege und Regelmechanismen, Einfluss auf die Zelldifferenzierung nehmen. 
 
  
4.3 Rolle des TCRδ  -Enhancers bei der t(5;14)  
 
In der vorliegenden Arbeit konnte ein Bruchpunkt der t(5;14) in der kodierenden Region, ein 
zweiter in unmittelbarer 3`-Nähe von ranBP17 ermittelt werden. In beiden Fällen wird das 
TCRδ-Gen und sein Enhancer in die Nähe zu ranBP17 transloziert. Die Untersuchungen der 
Patientenbruchpunkte führte außerdem zu der Identifizierung des 3` von ranBP17 gelegenen 
Homeoboxgens hox11l2 (Delgado et al. 1998) auf Chromosom 5q34. Dieses wird infolge der 
reziproken t(5;14) zum Chromosom 14q11 transloziert. Homeoboxgene bilden eine  
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evolutionär stark konservierte Familie von Transkriptionsfaktoren, deren Beteiligung an der 
humanen und murinen Leukämogenese vielfach beschrieben worden ist (Borrow et al., 1996; 
Nakamura et al., 1996). So konnte beispielsweise die Deregulation von hox11 an der 
t(10;14)(q24;q11) und der t(7;10)(q35;q24) bei Patienten mit T-ALL gezeigt werden (Lu et 
al., 1991; Hatano et al., 1991; Kennedy et al., 1991; Dúbe et al., 1991).  
Die wichtige Frage war welches der beiden Gene, ranBP17 oder hox11l2, ursächlich für die 
Leukämieentstehung bei t(5;14) positiven ALL-Patienten ist. Northern Blot Experimente 
sollten Aufschluß darüber geben. Da von den Patienten 1 und 2 kein Zellmaterial mehr 
vorhanden war, wurde ein dritter t(5;14) ALL-Patient mittels Northern Blot untersucht. Die 
Hybridisierung mit einer hox11l2-Sonde zeigte bei dem Patienten 3 keine Signale. Dieser 
Befund spricht gegen eine Beteiligung dieses Gens an der Leukämogenese bei t(5;14) ALL-
Patienten. Im Gegensatz dazu konnten bei der ranBP17-Hybridisierung Signale identifiziert 
werden. Aufgrund der geringen und schlechten mRNA-Qualität konnte allerdings keine 
eindeutige Aussage zum Muster und zur Stärke der ranBP17-Expression gemacht werden. 
Die Möglichkeit, daß das erhebliche Hintergrundssignal ein abweichendes oder erhöhtes 
Transkriptmuster überdeckt, ist gegeben. Ferner kann die Expression des von der 
Translokation betroffenen ranBP17-Allels durch das  Wildtyp-Allel überdeckt werden. Die 
Translokation der Enhancer von TCRα/δ an das funktionstüchtige ranBP17 weisen, in 
Analogie mit vielen anderen Fällen bei denen ein TCR- oder Ig-Enhancer ein anderes Gen 
aktiviert, auf die Beteiligung von ranBP17 an der Leukämieentstehung hin (Abb.33). Der 
TCRα/δ-Lokus beinhaltet mit den Promotoren der beiden V-Regionen, den beiden Enhancer-
Elemente α/δ, Silencer-Elementen und dem TEA-Promotor der Jα-Region, regulatorische 
Elemente der Genexpression. Enhancer-Elemente sind dabei in der Lage unabhängig von 
ihrer Orientierung, die von den orientierungsabhängigen Promotoren initiierte Transkription, 
um ein Vielfaches zu erhöhen (Dillon et al., 1993).  
Ein weiterer Beleg für ein fehlreguliertes ranBP17 könnte die identifizierte Expression in der 
Zellinie Nalm-6 sein. Diese Zellinie wurde von Leukämiezellen eines Patienten mit prä-B-
ALL (Minowada et al., 1978; Hurwitz et al., 1979) abgeleitet und zeigt eine t(5;12)(q33.2; 
p13.2). Durch FISH-Analysen konnte gezeigt werden, daß weder der Transkriptionsfaktor 
ETV6/TEL (Baens et al., 1996) auf Chromosom 12, noch die β-Untereinheit des PDGF-
Rezeptors auf Chromosom 5q33 (Golub et al., 1994) an der Pathogenese beteiligt sein können 




konnten bisher nicht aufgeklärt werden. Die Möglichkeit einer Beteiligung des ranBP17-Gens 
an der Chromosomenaberration in Nalm-6 erscheint durchaus gegeben.  
 Abbildung 33: Translokation des telomeren Anteils von Chromosom 14q11 mit den  
 Enhancern des TCRα   und TCRδ  an Chromosom 5q34 (E = Enhancer, TEA = T-early-α ). 
 
 
4.4 Evolutionäre Konservierung 
 
Hybridisierungen von genomischen Southern Blots verschiedener Spezies, sogenannten Zoo 
Blots, lassen Rückschlüsse auf die Konservierung eines Gens in der Evolution zu.  
Auf diese Weise konnten wir die Konservierung des ranBP17-Gens vom Menschen bis zum 
Huhn nachweisen. Ein weiterer Hinweis auf die hohe evolutionäre Konservierung von 
ranBP17 ist die 41%ige Homologie von ranBP17 zu dem C. elegans Gen c35a5.8. Das 
ähnliche Expressionsmuster in der Maus sowie der fast identische offene Leserahmen in 
dieser Spezies unterstreicht die hohe Konservierung von ranBP17. Die evolutionäre 
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Die Lokalisation von ranBP17 in unmittelbarer Nähe der Bruchpunkte bei zwei ALL-
Patienten mit einer t(5;14) Translokation, läßt auf eine Fehlregulation von ranBP17 als 
onkogen wirkendes Kandidaten-Gen schließen. Für den Nachweis einer Fehlregulation 
könnten Northern Blot Analysen von weiteren Patienten Aufschluß geben.  
Eine andere Technik stellt die Western Blot Analyse mit, aus t(5;14) positiven Patienten, 
isoliertem Protein dar. Die Tatsache, daß die Proteinmenge auch von der Stabilität der mRNA 
eines Gens abhängt, läßt die Western Blot Analyse als guten Nachweis einer fehlregulierten 
Translation zu.  
Neben diesen Nachweismethoden ist die Klonierung weiterer Bruchpunkte von ALL-
Patienten mit einer t(5;14)(q34;q11) für die Klärung der Rolle des ranBP17-Gens in der 
Leukämogenese relevant.  
Andere Analysen sollten das Wildtyp-ranBP17 Gen und seine Funktion untersuchen. Das zur 
Importinβ-Superfamilie gehörige RanBP17 übt wahrscheinlich, aufgrund seiner Homologie 
zu CRM1, eine Funktion als exportierender Kerntransportrezeptor aus. Interessant wäre neben 
dem Nachweis von RanBP17 als Exportin auch die Charakterisierung der von RanBP17 
transportierten Substrate. Die Identifizierung dieser Substrate und ihrer Bindungsstellen durch 
z.B. das Two-Hybrid-Verfahren und Proteinbindungsstudien, ließe Rückschlüsse auf die 
Bedeutung von RanBP17 in der Zelle und damit eventuell auf die Bedeutung eines 
fehlregulierten ranBP17-Gens zu. Ferner könnte man mittels Knock-out bzw. Knock-in 
Mäusen die Bedeutung von RanBP17 für den gesamten Organismus ermitteln. Das 
ausgeschaltete Gen bei dem Knock-out Modell könnte klären helfen, ob die Expression von 
ranBP17 in Testis tatsächlich essentiell für dieses Gewebe ist, da während der 
Spermatogenese viele Gene angeschaltet werden (Eddy and O`Brien, 1998). Transgene und 
anschließende Knock-in Mäuse, bei denen man das ranBP17-Gen gewebsspezifisch 













Die Lokalisation von ranBP17 im Bruchpunktbereich t(5;14)(q34;q11) bei zwei ALL-
Patienten wurde mittels genomischer Sequenzierung isolierter, ranBP17-positiver PAC-Klone 
und genomischer BLAST-Homologiesuche ermittelt. Dabei bricht ranBP17 beim ersten 
Patienten zwischen den Exonen 24a-25 auseinander, wohingegen bei dem Patienten 2 der 
Bruch 8030bp hinter dem 3`-Ende dieses Gens stattfindet und ranBP17 komplett auf dem 
Chromosom 5q34 verbleibt. In beiden Fällen werden von Chromosom 14q11 die TCRα/δ-
Enhancer in die Nähe von ranBP17 transloziert. In einer Entfernung von 9242bp vom 
äußersten 3`-Ende von ranBP17 konnte durch eine BLAST-Homologiesuche das Exon 1 von 
hox11l2, einem Homeoboxgen, identifiziert werden. Dieses Gen wird durch die t(5;14) bei 
beiden ALL-Patienten an das TCR-Dδ3-Element von Chromosom 14q11 transloziert. Da bei 
beiden Bruchpunktereignissen die Enhancer des TCRα/δ-Locus an das funktionstüchtige 
ranBP17 transloziert werden, ist von einer Beteiligung dieses Gens an der ALL-Entstehung 
auszugehen. 
Das Expressionsmuster von ranBP17 in humanem Testis- und Pankreasgewebe zeigte vier 
Transkripte von 2.0, 4.2, 7.5 und 10.0kb. Die hohe evolutionäre Konservierung von ranBP17 
konnte mittels eines genomischen Southern Blots bis zum Huhn belegt und mittels einer 
Gendatenbanksuche durch die 41%ige Homologie zum C. elegans Gen c35a5.8 ergänzt 
werden. Mittels einer 5`-RACE-PCR mit humaner Testis cDNA konnte das Startcodon von 
ranBP17, das in einer typischen Kozak-Konsensussequenz liegt, ermittelt werden. Weitere 
cDNA-Screeningexperimente führten zur Klonierung mehrerer Transkripte des ranBP17-
Gens. Das Transkript mit dem längsten ORF besitzt eine Größe von 4301bp und kodiert für 
ein 1088AA großes Protein. Durch eine genomische BLAST-Homologiesuche konnte die 
komplette Exonstruktur und der größte Teil der Intronstruktur von ranBP17 aufgedeckt 
werden. Neben den 28 Exonen von ranBP17 konnten dadurch die Exone 9, 14a-e, 24a-b 
sowie das Exon 25 als Module für alternative Spleißprozesse ermittelt werden, die zu einer 
Verkürzung des resultierenden Proteins führen. 
Die Computer-gestützte Proteinanalyse und die Sequenz-Homologie zu dem Ran-bindenden 
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